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Nivelrikko on maailman yleisin nivelsairaus. Se aiheuttaa maailmanlaajuisesti valtavat 
kansantaloudelliset ja –terveydelliset kustannukset. Vaikka sairaus ei itsessään ole hengenvaarallinen, 
vaikuttaa se merkittävästi siitä kärsivien ihmisten liikuntaan, työkykyyn, hyvinvointiin ja 
elämänlaatuun. Vakavassa nivelrikossa nivelrusto on kadonnut kokonaan pois nivelen pinnalta, mikä 
aiheuttaa suuria kipuja ja liikuntavaikeuksia. Tällaisia tapauksia hoidetaan tekonivelleikkauksin, 
koska muita päteviä hoitokeinoja suurten nivelrustovaurioiden hoitoon ei tällä hetkellä ole. 
Tekonivelsiirre ei kuitenkaan sovi kaikille potilaille. 
Viimeisten vuosikymmenten aikana vastausta nivelrustovaurioiden korjaukseen on alettu etsiä 
kudosteknologiasta. Ajatuksena on yhdistää soluja ja signaalimolekyylejä kolmiulotteiseen tuki-
materiaaliin. Tukimateriaali tarjoaa soluille mekaanisesti tukevan, mutta biohajoavan kasvu-
ympäristön, joka mahdollistaa solujen liikkumisen ja jakautumisen, ravintoaineiden ja aineen-
vaihduntatuotteiden vaihdunnan, soluväliaineen tuotannon, ja siten uuden alkuperäisen kaltaisen, 
vyöhykkeittäin jakautuneen ja toiminnallisen lasirustokudoksen muodostumisen vauriokohtaan. 
Viestimolekyyleinä käytetään esimerkiksi tiettyjä kondrogeenisiä kasvutekijöitä, joilla pyritään 
ohjaamaan käytettäviä soluja primääristen rustosolujen kaltaiseen geenienilmentämisprofiiliin. 
Tässä tutkimuksessa vertailtiin HyStem™- ja HydroMatrix™ -nimisiä kaupallisia hydrogeeli-
tukimateriaaleja sekä keskenään että ilman tukimateriaalia kasvatettuun kontrolliin. Työssä käytettiin 
aiemmin optimoituja kasvatusolosuhteita (20 % O2-osapainetta, sekä korkeaa glukoosipitoisuutta ja 
hypertonisuutta). Naudan primääristen rustosolujen muodostamia uudiskudoksia kasvatettiin 
agaroosigeelikuopissa yhden, kolmen ja kuuden viikon ajan. Kaikista näytteistä valmistettiin 
histologiset leikkeet kudoksen mikroskooppisen rakenteen selvittämiseksi. Lisäksi tutkittiin 
proteoglykaanipitoisuutta ja –jakaumaa sekä selvitettiin rustolle ominaisten geenien ilmentyminen 
tosiaikaisen kvantitatiivisen polymeraasiketjureaktion avulla.  
Tutkimuksissa ilmeni, ettei kumpikaan tukimateriaali juurikaan edesauttanut paremman 
rustokudoksen muodostumista in vitro. Useimmiten ilman tukimateriaalia kasvatettu kontrollikudos 
oli enemmän hyaliinirustoa muistuttavaa ja laadullisesti parempaa kuin tukimateriaalein kasvatetut. 
Parhaimmillaan kudokset muistuttivat molekyylisisällöltään hyvin paljon luonnollista rustoa. Nivel-
rustolle ominaista vyöhykkeisyyttä ei kuitenkaan ollut havaittavissa. Tutkimuksessa siis onnistuttiin 
tuottamaan laadullisesti varsin hyvää rustokudosta, joka täytyisi vain saada sisällöltään järjestymään 
oikein, luonnollisen ruston kaltaiseen muotoon. 
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Esipuhe 
Aloitin työskentelyn professori Mikko Lammin tutkimusryhmässä kesällä 2011 auttamalla 
alkutöikseni muuttamaan hänen ryhmänsä laboratorion Bioteknia-rakennuksesta Melaniaan. 
Ensimmäisen kesän harjoitteluni aikana opin muuttotöiden lisäksi paljon rustosoluista, 
nivelrustosta, kudosteknologiasta, tutkimuksen tekemisestä, menetelmistä ja monista, monista 
muista tutkimusprojekteista. Kesän jälkeen professori Lammi ehdotti, että jäisin 
työskentelemään hänen ryhmäänsä opintojen ohessa. Se oli minulle unelmien täyttymys! Sitä 
myöten jäin hänen ryhmäänsä työskentelemään LuK- ja Pro Gradu –tutkielmien ja monien 
muiden tutkimusten pariin. 
 Koen oppineeni hänen ryhmässään paljon enemmän tutkimuksesta, tieteellisestä 
kirjoittamisesta, tutkimusmenetelmistä ja ylipäätään tieteen maailmasta kuin olisin ikinä 
millään kurssilla oppinut. Samalla opintiellä olen vieläkin. En voi olla koskaan kyllin 
kiitollinen professori Lammille ja hänen mahtavalle ryhmälleen Chengjuan Qulle, Heli 
Lindebergille, Elina Reinikaiselle, Hannu Karjalaiselle, Juha Piltille ja Juha Prittiselle 
kaikesta siitä, mitä olen saanut kokea, nähdä ja oppia. Oikeasti kiitos! Erityiskiitos kuuluu 
professori Lammille, joka on jaksanut katsella meikäläisen puuhailua laboratoriossaan jo 
useamman vuoden ajan. Kiitos tuesta, opetuksesta ja ohjauksesta! 
Suurkiitos Suomen Kulttuurirahaston Pohjois-Savon maakuntarahastolle tutkimuksen 
rahoittamisesta. Työ ei olisi ollut mahdollinen tässä laajuudessa ilman kesäksi 2013 saatua 
apurahaa. Pro Gradu -tutkimuksesta on työn alla käsikirjoitus, joka on myös osa minulle 
suunniteltua väitöskirjaa. Lisäksi haluaisin esittää erityiskiitoksen Eija Rahuselle mahtavasta 
työstä histologisten näytteiden valmistuksen parissa.  
Kiljuset, Psykoterapia ja Kuopio Rugby Club: kaikki te olette antaneet minulle suurta tukea ja 
hengitystilaa opintojen maailmasta. Mahtavia hetkiä ja mahtavia ihmisiä. 
Äiti ja Hilkka olette aina tukenani elämän ylä- ja alarinteissä samoin kuin te kaikki mahtavat 
ystäväni. Elämä, opiskelu ja työ eivät olisi mitään ilman teitä. Kiitos kannustuksesta niin 
opinnoissa kuin niiden ulkopuolellakin. 
Lopuksi haluaisin kiittää aivan valtavan rakasta, kaunista ja älykästä avopuolisoani Hanna 
Vannista kärsivällisyydestä, ideoista ja oikoluennasta. Sinun tuellasi olen saanut tämän työn 
valmiiksi. Olet ihana! 
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Lyhenneluettelo 
 
Lyhenne Englanninkielinen nimi Suomenkielinen nimi 
CZ Calcified zone Kalsifioitunut vyöhyke 
DZ Deep zone Syvä vyöhyke 
sGAG Chondrocyte Expressed Protein 68 Sulfatoitu glykosaminoglykaani 
HM HydroMatrix™ HydroMatrix™ 
HS HyStem™ HyStem™ 
MZ Middle zone Keskivyöhyke 
PG Proteoglycan Proteoglykaani 
RT-qPCR Real time quantitative polymerase chain 
reaction 
Tosiaikainen kvantitativiinen 
polymeraasiketjureaktio 
SZ Superficial zone Pintavyöhyke 
   
   
   
   
   
   
   
 
 
 
5 
 
Sisällysluettelo 
 
1. Johdanto...................................................................................................................................... 7 
2. Kirjallisuuskatsaus .................................................................................................................... 8 
2.1. Nivelruston rakenne ja toiminta ................................................................................................... 8 
2.2. Vyöhykkeisyys ........................................................................................................................... 10 
2.3. Nivelrikko .................................................................................................................................. 11 
2.4. Kirurgiset ja solupohjaiset nivelruston korjausmenetelmät ....................................................... 13 
2.5. Ruston kudosteknologia ............................................................................................................. 16 
2.6. Primääriset rustosolut ................................................................................................................. 17 
2.7. Kasvatusolosuhteet .................................................................................................................... 18 
2.8. Agaroosikaivot ........................................................................................................................... 19 
2.9. Tukimateriaalit ........................................................................................................................... 20 
2.10. HyStem™: Muokattu hyaluronaani  –tukimateriaali ................................................................. 21 
2.11. HydroMatrix™: Itsestään järjestyvä peptidi .............................................................................. 22 
3. Tutkimuksen tavoitteet ............................................................................................................ 23 
4. Materiaalit ja menetelmät ....................................................................................................... 24 
4.1. Agaroosikaivot ........................................................................................................................... 24 
4.2.      Rustosolujen eristys naudan polvista ......................................................................................... 25 
4.3.      Solujen istutus agaroosikaivoihin .............................................................................................. 26 
4.4. Näytteiden keräys ....................................................................................................................... 27 
4.5. Histologia ................................................................................................................................... 27 
4.6. Proteoglykaanien kvantitatiivinen ja kvalitatiivinen määritys ................................................... 28 
4.7. Tosiaikainen kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio (RT-qPCR) .......................................... 30 
4.8. Tilastolliset menetelmät ............................................................................................................. 31 
5. Tulokset ..................................................................................................................................... 31 
5.1. Makroskooppiset valokuvat ....................................................................................................... 31 
5.2. Histologiset leikkeet ................................................................................................................... 34 
6 
 
5.3. Glykosaminoglykaanien kvantitatiivinen ja proteoglykaanien kvalitatiivinen määritys ........... 37 
5.4. Geenien ilmentyminen (RT-qPCR) ........................................................................................... 39 
6. Pohdinta .................................................................................................................................... 43 
7. Lähdeluettelo ............................................................................................................................ 48 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7 
 
1. Johdanto 
 
Nivelrikko on maailman yleisin nivelsairaus. Jonkin asteisia nivelrikon oireita on 
havaittavissa jo yli puolella yli 65-vuotiaista, ja osuus vain kasvaa väestön iän nousun myötä 
(Heliövaara 2008). Nivelrikko on erittäin kivulias, liikuntakykyä lamauttava sairaus, joka 
siten vaikuttaa kokonaisvaltaisesti koko yksilön kuntoon ja hyvinvointiin. Operatiivisesti 
minimaalisen ja nopean parannuskeinon löytämiselle olisi maailmanlaajuisesti kova kysyntä, 
mutta silti nykyisinkin yleisin ja parhain hoitokeino on tekonivelleikkaus. 
Nivelruston kudosteknologian tarkoituksena on kehittää keino rustovaurion korjaamiseen 
solujen, tukimateriaalien ja viestimolekyylien avulla uudistavan lääketieteen menetelmillä. 
Suuria ruston vaurioita ei kyetä vielä korjaamaan, vaan pahoin vaurioituneet nivelet 
korvataan tekonivelin. Tämä on kuitenkin ongelmallista siksi, että keinonivel kestää potilaalla 
arviolta vain noin 15 vuotta, jonka jälkeen nivel joudutaan usein vaihtamaan uudelleen, mikä 
tarkoittaa uutta leikkausta, uusia komplikaatioriskejä ja uutta toipumista. Tekonivelleikkaus 
sopii siis hyvin vanhemmille potilaille nivelrikon pitkälle edenneessä vaiheessa, mutta 
nuoremmille se ei välttämättä ole paras ratkaisu. (Säämänen ym., 2008, Heliövaara ym., 
2008) 
Tässä tutkimuksessa on selvitetty tukiaineiden hyötyä keinoruston valmistamisessa. 
Tarkasteluun on valittu kaksi erilaista kudosteknologiaan soveltuvaa materiaalia, joita ei ole 
aiemmin hyödynnetty nivelruston kudosteknologiaa käsittelevissä tutkimuksissa. Niiden 
avulla tuotettuja kolmiulotteisia kudoksia on verrattu tukirakenteettomaan solupohjaiseen 
uudiskudoskasvatukseen. Koska näitä materiaaleja ei ole vielä missään tutkimuksessa 
yhdistetty primääristen rustosolujen käyttöön, tämä tutkimus tuottaa täysin uutta tietoa 
riippumatta lopputuloksesta. 
 Tutkielma alkaa kirjallisuuskatsauksella, jossa syvennytään aluksi nivelruston rakenteeseen 
ja toimintaan sekä nivelrikkoon. Lisäksi käydään läpi rustovaurioiden korjausmenetelmiä, 
josta siirrytään itse kudosteknologian pääperiaatteisiin. Kirjallisuuskatsauksen lopussa 
perehdytään käytettäviin tukimateriaaleihin ja kasvatusalustoihin, ja tehdään yhteenvetoa 
aiemmin vastaavilla menetelmillä ja materiaaleilla saaduista tuloksista. 
 Varsinaisen kokeellisen osion raportointi alkaa tutkimuksen tavoitteiden, ja käytettyjen 
materiaalien ja menetelmien kertomisella. Näistä siirrytään varsinaisiin tuloksiin, jotka 
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esitellään kuvien, kaavioiden ja diagrammien avulla havainnollistaen. Kuudentena lukuna on 
pohdinta, jossa tarkastellaan tuloksia ja niiden syitä, sekä mietitään mahdollisia virhelähteitä 
ja tehdään lopullinen yhteenveto. Lisäksi pyrin arvioimaan, kuinka saatuja tuloksia voitaisiin 
hyödyntää tulevissa tutkimuksissa, ja mitkä voisivat olla tästä tutkimuksesta seuraavat 
edistysaskeleet. 
 
2. Kirjallisuuskatsaus 
2.1. Nivelruston rakenne ja toiminta 
 
Nivelten pinnoilla on vaaleaa, hermotonta ja verisuonetonta kudosta. Se on nivelrustoa. Sileä 
ja liukaspintainen rusto vähentää kitkaa nivelpintojen liukuessa toisiaan vasten. Nivelrustoa 
kutsutaankin yleisesti nimellä hyaliini- tai lasirusto, joka viittaa sen kovaan ja sileäpintaiseen 
olemukseen (Kuva 1). Kudoksen liukkaus ja joustavuus suojaavat ruston alapuolista luuta 
nivelten liikkeen aiheuttamalta mekaaniselta rasitukselta (Gardner 1994, Minas 2012). Kudos 
koostuu rustosoluista (vain noin 1 % koko tilavuudesta), niiden tuottamasta soluväliaineesta 
(20 - 40 %) ja vedestä (60 - 80 %). Solujen pääasiallisena tehtävänä on tuottaa soluväliaineen 
molekyylejä, jotka antavat edelleen kudokselle sen tunnusomaiset ominaisuudet. Rustosolut 
siis pitävät yllä tasapainoa hajotettavien ja tuotettavien väliaineen molekyylien välillä. 
Kuitenkin rustokudos on aineenvaihdunnaltaan melkoisen epäaktiivista, mikä johtuu osin 
kudoksen verisuonettomuudesta (Buckwalter ym., 2005). 
 Soluväliaine koostuu pääasiassa vedestä, kollageeneista ja proteoglykaaneista. Kollageeni on 
säiemäinen proteiini, joka muodostaa kolmen α-ketjun kiertymisen seurauksena 
soluväliaineen kolmoiskierrerakenteet, tropokollageenit. Kollageeneista nivelrustokudokselle 
tyypillisin on tyypin II kollageeni, joka eroaa aminohappojärjestykseltään esimerkiksi luille 
ja jänteille tyypillisestä tyypin I kollageenista (Jackson 1978). Kollageeni antaa rustolle 
mekaanisen lujuuden ja muodon. Kyseisen proteiinin tehtävänä on siis käytännössä 
muodostaa koko kudoksen tukiranka (Buckwalter et al. 2005). 
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Kuva 1. Tervettä ja vaurioitunutta nivelrustokudosta havainnekuvassa 
(https://client.myoptumhealth.com/, muokattu). 
Proteoglykaanit puolestaan mahdollistavat kudoksen joustavuuden. Proteoglykaaneista 
tärkein on aggrekaani. Sitä on jopa 90 % kaikista rustokudoksen proteoglykaaneista 
(Buckwalter ym., 2005). Se on voimakkaan negatiivisesti varautunut, muodoltaan 
havumainen molekyyli. Negatiivinen varaus saa aikaan vesimolekyylien sitoutumisen 
aggrekaaneihin. Aggrekaanien suuri negatiivinen varaus on peräisin runsaslukuisista 
aggrekaanin ydinproteiineihin kovalentisti sitoutuneista glykosaminoglykaaniketjuista,  eli 
kondroitiini- ja kerataanisulfaatista. Hyaluronaani on puolestaan pitkäketjuinen glykos-
aminoglykaani, johon aggrekaanit sitoutuvat. Linkkiproteiinit vahvistavat aggrekaanien 
sitoutumista hyaluronaaniin. Tiivis kollageeniverkosto pitää nämä valtavat aggregaatti-
kompleksit sisällään (Minas 2012). Kun rustokudokseen kohdistuu painetta, vesi pusertuu 
ulos proteoglykaaneista, ja kudos joustaa. Kun paine hellittää, vesimolekyylit sitoutuvat 
takaisin proteoglykaaneihin. Näin ollen kudoksesta suurimman tilavuuden vievällä vedellä on 
tärkeä rooli nivelrustokudoksen toiminnassa. Se paitsi takaa yhdessä proteoglykaanien kanssa 
kudoksen joustavuuden, myös vähentää yhdessä nivelnesteen hyaluronaanin kanssa kitkaa 
liukastamalla nivelten välisiä pintoja (Buckwalter ym., 2005, Heinegard 2009). 
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2.2. Vyöhykkeisyys 
Rusto voidaan syvyyssuunnassa jakaa hienojakoisemmin neljään erilaiseen vyöhykkeeseen, 
joilla on erilainen solu- ja molekyylijakauma, ja siten myös erilainen tehtävä (Minas 2012, 
Buckwalter ym., 2005). Ruston pintakerros (Superficial Zone, SZ) on pinnaltaan sileä ja 
liukas (Kuva 2.). Sen tehtävänä on vähentää kitkaa ja kestää kulutusta. Pinnalla 
kollageenisäikeet ovat asettuneet pinnan suuntaisesti, solut ovat litistyneitä ja 
proteoglykaanien määrä on vähäinen. Pintakerroksen alapuolella on keskivyöhyke (Middle 
Zone, MZ), jossa proteoglykaanien suhteellinen osuus kasvaa, solut muuttuvat muodoltaan 
pyöreiksi ja kollageenit ovat taipuneet ja järjestäytyneet verkkomaisesti. Keskivyöhykkeen 
tehtävänä on tuottaa rustolle sille ominainen joustavuus ja iskunkestävyys juuri 
proteoglykaanien ja veden vuorovaikutuksen kautta. Tämän alueen alapuolelta löytyy syvä 
vyöhyke (Deep Zone, DZ), joka muuttuu kalkkeutuneeksi rustoksi yhdistäen nivelruston 
edelleen luuhun. Syvässä vyöhykkeessä kollageenit ovat asettuneet pintaan nähden 
kohtisuoraan, tehtävänään edelleen kudoksen kohtisuora jäykistäminen ja kiinnittäminen 
ruston alapuoliseen luuhun (Subchondral Bone, SB) alimmaisella, kalkkeutuneella 
vyöhykkeellä (CZ). Kalkkeutuneessa rustossa rustosolujen määrä on vähäinen, ja rustokudos 
vaihtuu asteittain luuksi (Kuva 2) (Gardner 1994, Minas 2012, Buckwalter ym., 2005, Hayes 
ym., 2007).  
Päällisin puolin ruston koostumus ja rakenne vaikuttavat siis melkoisen yksinkertaisilta, 
mutta kudoksen hienorakenteeseen syvennyttäessä voidaan havaita toiminnallisuuden 
kannalta tärkeitä rakenteellisia eroja eri alueiden välillä. Tämä tuo osaltaan oman haasteensa 
nivelruston vaurioiden korjaukseen. Laboratorio-olosuhteissa uuden vyöhykkeittäin 
jakautuneen nivelruston tuottaminen on osoittautunut useimmiten melkoisen hankalaksi, 
vaikkakin esimerkiksi Hayes ryhmineen onnistui tuottamaan tukirakenteettomissa 
uudiskudoskasvatuksissa vyöhykkeittäin jakautunutta nivelrustoa (Hayes ym., 2007). 
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Kuva 2. Nivelrustokudoksen molekulaarinen ja vyöhykkeinen järjestyminen  (Hayes ym., 2007, 
muokattu). 
 
2.3. Nivelrikko 
 
Normaali terve nivelrusto antaa siis nivelelle kestävyyttä, joustoa ja sileän kitkattoman liuku-
pinnan. Tilanne voi kuitenkin muuttua. Ikääntymisen myötä rusto kuluu ja voi hävitä 
kokonaan nivelen kulutuspinnalta. Tällöin seurauksena on nivelrikko eli artroosi. Lisäksi 
erilaiset sairaudet, kova fyysinen rasitus ja tapaturmat voivat saada aikaan nivelruston 
vaurioita, jotka taas heijastuvat nivelen käyttöominaisuuksiin ja johtavat hyvin usein nivel-
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rikkoon. Kun nivelen pinta ei ole enää rakenteeltaan normaali, kitka lisääntyy, ja vaurio 
yleensä laajenee, koska rusto ei normaalisti juurikaan uusiudu. Tämä taas aiheuttaa kipuja 
nivelen alueelle ja vaikeuttaa liikkumista (Suri and Walsh 2012). Nivelalueiden kivut, ja sitä 
seuraavat liikuntavaikeudet, heijastuvat edelleen yksilön yleiseen kuntoon ja terveyteen. 
Nivelrikko ei siis synny yhtäkkiä, vaan kehittyy pikkuhiljaa ruston rappeutuessa vuosien tai 
jopa vuosikymmenten aikana.  
Nivelrikko eli artroosi on sekä Suomen että maailman yleisin nivelsairaus (Heliövaara ym., 
2008). Nivelruston vauriot ovatkin kansantaloudellisesti erittäin kalliita vaikuttaen varsinkin 
länsimaissa merkittävästi terveydenhuollon kustannuksiin. Noin miljoonan suomalaisen 
arvioidaan kärsivän ainakin jonkinasteisesta nivelrikosta, ja yksin Suomessa kustannusten on 
arvioitu olevan vuositasolla lähes miljardin euron luokkaa (Heliövaara ym., 2008). 
Yhdysvalloissa arvioitiin vuonna 2005 että yli 25-vuotiaista arviolta 12 %:lla on nivelrikon 
oireita. Koska nivelrikko syntyy vähitellen, sen yleisyys onkin verrannollinen ikään. Vauriot 
ovat yleisimpiä yli 50-vuotiailla, mutta eritasoisia nivelrikon oireita on havaittavissa kaiken 
ikäisillä (Heliövaara, 2008),  
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Kuva 3. Havainnekuva pitkälle edenneestä nivelrikosta polvessa. Piirroksessa on esitetty, 
kuinka nivelrusto on kadonnut laajoilta alueilta nivelen pinnalta jättäen esiin pelkän paljaan luun 
(http://www.eorthopod.com/content/osteoarthritis-knee, muokattu). 
 
Artroosin tarkat syyt eivät ole selvillä, mutta ylipainon, raskaan työn tai kovan urheilun 
aiheuttamalla rasituksella on yhteys nivelrikon syntyyn. Myös tapaturmat, perinnölliset ja 
kehitysbiologiset syyt voivat olla osatekijöinä (Gardner 1994, Buckwalter ym., 2005, 
Buckwalter ja Lane 1997, Hunziker 2002). Nivelrikon kehittymisen saattaa käynnistää 
esimerkiksi polvirustoon tapaturman seurauksena syntyvä vaurio, joka pikkuhiljaa alkaa 
laajeta kudoksen heikon korjauskyvyn vuoksi. Yleisimpiä artroosin kohteita ovat alaraajojen 
nivelet, tarkemmin sanottuna polvet ja lonkat. Niihin kohdistuu koko yläruumiin massan 
aiheuttama rasitus. Myös istumatyö rasittaa alaraajojen niveliä, ja tällöin erityisesti 
lonkkanivelten rusto kuluu, koska asento ei ole jaloille normaali lepoasento.  
2.4. Kirurgiset ja solupohjaiset nivelruston korjausmenetelmät 
 
Kun rustoon syntyy vaurio, ja vauriokohtaan pääsee verta ruston alapuolisesta luukudoksesta, 
vaurio voi korjaantua myös itsestään. Tällöin alueelle tulee verenkierrosta mesenkymaalisia 
kantasoluja, joista myös rustosolut ovat erilaistuneet. Ne alkavat erilaistua vauriokohdassa ja 
muodostaa sinne uutta paikkaavaa kudosta. Muodostuva kudos on kuitenkin useimmiten 
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säierustoa, joka ei vastaa molekulaarisilta, eikä siten mekaanisiltakaan, ominaisuuksiltaan 
lasirustoa. Säierusto ei kestä samanlaista rasitusta kuin alkuperäinen nivelrusto (Gardner 
1994, Hunziker 2002). 
Näin ollen nivelruston vaurioiden hoitoon on kehitetty useita erilaisia sekä kirurgisia että 
soluihin perustuvia menetelmiä (Säämänen ym., 2008, Vijayan ym., 2010). Yleisin tapa 
hoitaa pitkälle edenneitä ja laajoja nivelruston vaurioita erityisesti lonkissa ja polvissa on 
tekonivelleikkaus (Culliford ym., 2010). Leikkaus on suuri ja riskialtis operaatio, joka vaatii 
koko nivelen avaamista. Se poistaa kyllä kivut ja tarjoaa väliaikaisen ratkaisun 
nivelongelmiin, mutta keinonivel ei todennäköisesti kestä useita kymmeniä vuosia. Näin 
ollen tekonivelleikkaus ei ole hyvä ratkaisu potilaan ollessa verrattain nuori. Nivel 
jouduttaisiin todennäköisesti vaihtamaan potilaan elämän aikana toistamiseen, ellei jopa 
useammin. Tekonivelet ovat metallisia, keraamisia tai muovisia. Nämä ovat ihmiselimistölle 
vieraita materiaaleja, mikä lisää kehon hylkimisreaktion mahdollisuutta ja siten leikkauksen 
komplikaatioriskiä. 
Vaurioita pyritään hoitamaan operatiivisesti myös muunlaisten leikkausten ja solujen avulla. 
Tunnettuja ja käytettyjä menetelmiä ovat esimerkiksi mikromurtuma–menetelmä, 
mosaiikkiplastia ja autologinen rustosolusiirre. Mikromurtuma-operaatiossa vauriokohtaan 
pyritään muodostamaan uudisrustoa verestä saatavien kantasolujen avulla. Ruston 
alapuoliseen luuhun porataan reikiä, jolloin solut pääsevät luun verisuonista vauriokohtaan ja 
muodostavat toivon mukaan uudisrustoa. Tämä on kuitenkin valitettavan usein säierustoa, 
joka ei toiminnallisuudeltaan ja kestävyydeltään vastaa nivelen luontaista lasirustoa 
(Hunziker 2002, Gobbi ym., 2006, Säämänen ym., 2008). Mosaiikkiplastiassa luu-
rustokudosta siirretään suoraan kuormaa kantamattomilta alueilta vauriokohtaan. Tällä 
menetelmällä on saavutettu hyviä tuloksia, mutta kudosta ei ole useinkaan riittävästi 
saatavilla ison vaurion korjaukseen (Säämänen ym., 2008 Gobbi ym., 2006). Toisaalta 
kudoksen ottokohta vaurioituu myös, mikä voi aiheuttaa lisäongelmia (Säämänen ym., 2008). 
Autologisessa rustosolusiirteessä potilaan omia rustosoluja kerätään kuormaa 
kantamattomalta nivelpinnalta, niitä lisätään laboratoriossa, ja lopuksi ne siirretään 
vauriokohtaan luukalvoläpän alle. Kyseisellä tekniikalla on saavutettu lupaaviakin tuloksia, 
mutta valitettavan usein ongelmana on rustosolujen karkaaminen läpän alta tai säieruiston 
muodostuminen (Hunziker 2002). Solut eivät käytännössä ole riittävän jäykässä 
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ympäristössä, jotta niiden pysyvyys olisi taattu. Siirteen ja läpän mekaaninen kestävyys on 
siten huono (Niemeyer ym., 2008, Rosenberger ym., 2008). Toisaalta Brittberg ryhmineen on 
esittänyt tuloksia, joissa lyhyessä, alle kymmenen vuoden seurannassa, autologisilla 
rustosolusiirteillä on saavutettu erinomaisia tuloksia (Brittberg ym., 1994).  
Autologista rustosolusiirrettä käytettäessä myös vaurion koolla on merkitystä. Siirteen käyttö 
sopii pääasiallisesti suhteellisen pienten vaurioalueiden korjaamiseen, koska soluja on 
saatavilla vain rajallinen määrä. Jos soluja monistetaan in vitro, ne menettävät 
rustosolumaisen ilmiasunsa ja alkavat muistuttaa fibroblasteja, eivätkä ne sellaisenaan tuota 
enää alkuperäisen kaltaista hyaliinirustokudosta (Benya ja Shaffer 1982)). Lisäksi autologisia 
rustosolusiirteitä käytettäessä on havaittu, ettei kudoksen kollageenisäikeiden 
järjestäytyminen vastaa myöskään alkuperäistä nivelrustoa (Långsjö ym., 2010). Sama tilanne 
on myös ruston vyöhykkeisessä järjestäytymisessä ylipäätään (Lin ym., 2006). Kaikki 
yllämainitut tekniikat tarjoavat oikeastaan korjauksen ja helpotuksen vain lyhyelle ajalle 
(Harris ym., 2010). 
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2.5. Ruston kudosteknologia 
Viimeisten parin kymmenen vuoden aikana vastauksia nivelruston vaurioiden korjauksen 
ongelmiin on alettu etsiä kudosteknologian saralla. Kudosteknologian periaatteena on tuottaa 
haluttua kudosta solujen, tukimateriaalin ja signaalimolekyylien avulla. Yhtenä tavoitteista on 
siis löytää oikeanlaiset solut kudosteknologiaa varten. Lisäksi täytyy valita oikea 
tukimateriaali muodostettavaa kudosta ja soluja silmälläpitäen. Tukimateriaalin tulee olla 
riittävän tukeva, mutta samalla myös huokoinen ja joustava, jotta solut pysyisivät elossa ja 
voisivat jakaantua ja tuottaa soluväliainetta. Valitsemalla oikeat kasvutekijät, voidaan soluja 
osaltaan ohjata tuottamaan oikeanlaista, haluttua kudosta (Kuva 4) (Hunziker 2002). 
  
 
Kuva 4. Nivelruston kudosteknologian periaate. Ajatuksena on ottaa korjaukseen tarvittavat 
solut potilaalta itseltään (rustosolut, mesenkymaalinen kantasolu, indusoitu pluripotentti 
kantasolu), erilaistaa kantasolut (jos niitä käytetään) ja lisätä solumateriaalia laboratorio-
olosuhteissa. Sitten korjaukseen käytettävät rustosolut yhdistettäisiin mahdollisesti jopa nivelen 
vauriokohdassa sopivaan tukimateriaaliin oikeanlaisten kasvutekijöiden kanssa. Täydellinen 
lopputulos olisi täysin vauriokohtaa ympäröivään rustoon saumattomasti liittynyt ja 
toiminnallisesti alkuperäistä  vastaava hyaliinirustokudos. 
 
Potilas, jolla on 
vaurio nivelrustossa 
Soluja potilaalta 
(esim. primääriset 
rustosolut/MSC) 
Solujen kasvatus in 
vitro 
(erilaistaminen, 
lisääminen) 
Solut, 
tukimateriaali ja 
signaalimolekyylit 
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2.6. Primääriset rustosolut 
 
Kudosteknologiassa solujen avulla pyritään tuottamaan vauriokohtaan uutta, 
alkuperäisenkaltaista ja toiminnallisesti tarkoituksenmukaista kudosta. Solut ovat se elävä 
voima, joka tuottaa ja ylläpitää kudoksen sille tyypillisiä toiminnallisia ominaisuuksia. Täten 
on siis erittäin tärkeää, että kudosteknologiaan käytettävät solut ovat juuri sen tyyppisiä, ja 
että ne myös pysyvät sen kaltaisina kuin niiden halutaan olevan. Tällöin voidaan odottaa 
myös solujen muodostaman uudiskudoksen olevan ominaisuuksiltaan sellaista, että vaurion 
paraneminen alkuperäisen kaltaiseksi, uuden veroiseksi kudokseksi on mahdollista. On 
erittäin tärkeää, että solut ja niiden muodostama uudiskudos liittyvät vaurioalueeseen 
mahdollisimman saumattomasti. Solujen täytyy kyetä sopeutumaan uuteen ympäristöönsä, ja 
tässä ovat tärkeässä roolissa nimenomaan tietylle solutyypille optimaaliset 
kasvatusolosuhteet. Jos solut kasvavat luonnostaan hypertonisessa ympäristössä, on 
siirtyminen isotoniseen elatusaineeseen niille oletettavasti shokki, jonka voi olettaa 
aiheuttavan monenlaisia epätoivottuja vasteita. Lisäksi riittävä solumäärä on vaurion riittävän 
kudoksen muodostumisen, ja siten vaurion paranemisen, kannalta huomioon-otettava seikka. 
Edellä käsitellyt asiat onkin arvioitava, kun lähdetään valitsemaan kudosteknologiaa varten 
sopivia soluja (Hunziker 2002). 
Potilaan omasta nivelrustosta saatavat rustosolut eli kondrosyytit ovat luonnollisesti loogisin 
vaihtoehto nivelruston kudosteknologiaan valittavaksi solumateriaaliksi. Koska solut ovat 
tällöin lähtöisin potilaasta itsestään, ne eivät aiheuta immunologisia vastareaktioita. 
Primäärisillä rustosoluilla on kyetty tuottamaan toiminnallista, alkuperäisen kaltaista rustoa 
rustovaurioita korjattaessa (Brittberg ym., 1994). Ne vaikuttavat siis ihanteellisilta vaurioiden 
korjauksiin (Lin ym., 2006). 
Ongelmana on kuitenkin solueristykseen sopivan lähtömateriaalin vähyys. Esimerkiksi 
autologista rustosolusiirrettä varten potilaan nivelrustosta voidaan ottaa kudosta vain 
kohtalaisen pieneltä alueelta nivelen kuormaa kantamattomalta pinnalta. Tällöin solumäärä 
jää liian pieneksi isompien vaurioiden korjaamiseksi (Chung ja Burdick 2008), sillä kun 
soluja lähdetään monistamaan, ne kadottavat pian rustosolumaisen ilmiasunsa ja muuttuvat 
fibroblastimaisiksi. Toisin sanoen, solujen rustosoluille tyypillisten geenien, kuten tyypin 2 
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kollageenin ja aggrekaanin, ilmentäminen laskee tai häviää, ja fibroblasteille tyypillisten 
geenien, kuten tyypin 1 kollageenin, ilmentyminen kasvaa. Tosin tällaisten fibroblastimaisten 
rustosolujen on todettu kolmiulotteisissa kasvatuksissa pystyvän muuttamaan ilmiasunsa 
takaisin rustosolujen kaltaisiksi (Benya ja Shaffer 1982). Toivoa primääristen rustosolujen 
käytöstä kudosteknologiassa on siis olemassa, mutta viimeaikoina tutkimuksia on suunnattu 
enenevässä määrin kantasolujen käyttöön. 
2.7. Kasvatusolosuhteet 
 
Rustokudos on nivelessä hyvin matalahappisessa, matalaglukoosisessa ja hypertonisessa 
ympäristössä. Matalat happi- ja glukoosipitoisuudet johtuvat nivelruston verisuonetto-
muudesta, jolloin kaasujen ja muiden molekyylien vaihdunta on riippuvainen diffuusiosta 
rustokudoksen ja nivelnesteen välillä. Kun molekyylit vaihtuvat hitaasti, niitä kertyy 
kudokseen paljon, ja ympäristö pysyy hypertonisena. Luonnostaan ruston pintavyöhykkeen 
osmolaarisuuden on havaittu olevan noin 342 mOsm ja syvällä vyöhykkeellä jopa 414 mOsm 
(Oswald ym., 2008). Tavallisen soluviljelyssä käytetyn elatusaineen osmolaarisuus taas 
vaihtelee 320 ja 340 mOsm välillä.  
Glukoosi on tärkeää sekä rustosolujen energiantuotannon että ruston soluväliaineen osasten 
rakentamisen kannalta. Glukoosista saadaan lähtömateriaalia muun muassa oligosakkaridien 
ja glykosaminoglykaanien valmistukseen (Qu ym., 2007, Mobasheri ym., 2002). 
Glukoosikonsentraatiolla onkin havaittu olevan merkitystä sekä solujen elinkelpoisuudelle 
että glykosaminoglykaanien tuotannolle (Heywood ym., 2006). Matalan glukoosipitoisuuden 
on todettu ylläpitävän rustosolujen erilaistuneisuutta (Heywood ym., 2014). Glukoosin määrä 
romahtaa syvemmälle rustokudokseen mentäessä samoin kuin happiosapainekin. Tavallisesti 
soluviljelyssä käytetyn 20 %:n happiosapaineen sijaan lähempänä rustolle luonnollista tilaa 
on 5 % osapaine. Viiden % happiosapaineen onkin todettu ylläpitävän rustosoluille 
ominaisten geenien ilmentämistä (tyypin II kollageeni, aggrekaani) ja proteoglykaanien 
tuotantoa soluviljelymaljalla kasvatettaessa (Qu ym., 2009). 
Näihin tietoihin pohjaten olemme aiemmissa tutkimuksissa pyrkineet optimoimaan 
kasvatusolosuhteita eri tekijöiden suhteen tukirakenteettomien uudisrustokudosten avulla. 
Tutkimuksissa havaittiin, että NaCl -lisäyksellä aikaansaatu hypertoninen (390 mOsm) ja 
korkeaglukoosinen (4,5 g/l) elatusaine ovat uudisruston tuotannon kannalta hyödyllisiä 
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(Ylärinne ym., 2014, ei vielä julkaistu). Toisaalta 5 % happiosapaine ei ollut hyödyllinen 
hyvän uudisruston muodostumisen kannalta (Qu ym., 2012, Ylärinne ym., 2014 ei vielä 
julkaistu). 
Korkeaglukoosinen ja hypertoninen elatusaine (HHG, hypertonic high glucose) tuotti 
tukimateriaalittomissa primääristen rustosolujen inserttikasvatuksissa jäykempää ja 
suurempaa uudisrustokudosta kuin matalahappiset (5 %) ja –glukoosiset (1 g/l) (LG, low 
glucose) kasvatusolosuhteet. Histologiset leikkeet HHG-näytteistä paljastivat kudoksen, joka 
oli tiiviimpää ja vahvemmin proteoglykaanien ja tyypin II kollageenin suhteen värjäytynyttä 
kuin LG näytteissä. Samoin tyypin II kollageenin ilmentäminen oli merkitsevästi 
korkeampaa. 
Kahdessa aiemmassa tutkimuksessa etsittiin (Qu ym., 2012, Ylärinne ym., 2014 ei vielä 
julkaistu) tukirakenteetta kasvatettujen primääristen rustosolujen avulla ruston 
muodostumisen kannalta edullisimpia kasvatusolosuhteita. Töissä havaittiin, että 20 %:n 
happiosapaine ja korkeaglukoosinen ja hypertoninen elatusaine edistävät rustosolumaisen 
fenotyypin ylläpitämistä ja ruston väliaineen tuotantoa. Matala happiosapaine ja 
glukoosipitoisuus sekä TGF-β3- (Transforming Growth Factor β3) ja glukosamiinisulfaatti -
lisäykset sen sijaan todettiin hyödyttömiksi ruston muodostumisen kannalta 
tukirakenteettomissa insertti-kasvatuksissa in vitro (Qu ym., 2012, Ylärinne ym., 2014 ei 
vielä julkaistu). 
2.8. Agaroosikaivot  
 
Tutkimusryhmämme aiemmissa tukirakenteettomissa kasvatuksissa (scaffold-free culture) 
uudiskudosten kasvualustana on käytetty erityisiä inserttejä. Insertit ovat useiden eri 
valmistajien tuottamia kaupallisia tuotteita, jotka ovat rakenteeltaan ikään kuin 
soluviljelykaivoja, jotka asetetaan 24-kuoppalevyn kaivon sisään. Insertin pohjana on 
puoliläpäisevä kalvo, joka mahdollistaa kaasujen ja ravintoaineiden vaihdon myös 
uudiskudosten alapuolelta. Tämän pitäisi parantaa kasvatettujen solujen aineiden vaihtoa 
ilman, että syvällä uudiskudoksen sisällä olevat solut kuolisivat energian puutteeseen (Qu 
ym., 2012).  
Kuitenkin aiemmat tutkimukset ovat paljastaneet, että inserteissä kasvatetut kudokset 
näyttävät histologisten leikkeiden perusteella usein sisältä nekroottisilta. Edellisessä 
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tutkimuksessa havaittiin, että tätä voidaan osin välttää käyttämällä kasvatuksessa 
korkeaglukoosista (4,5 g/l) elatusainetta (Ylärinne ym., 2014, ei vielä julkaistu). 
Inserttikasvatukset vaikuttivat lupaavilta, mutta kudosten ravinteiden ja hapensaantia pyrittiin 
parantamaan edelleen valmistamalla kasvatuskaivot agaroosista, jolloin kaasujen vaihto ja 
glukoosin saanti onnistuisi myös sivuilta. Tosin molekyylejä ei vaihtuisi pohjan kautta, mutta 
ylipäätään diffuusioon käytettävissä oleva pinta-ala olisi suurempi. Rustokudoksen hapen ja 
glukoosin saanti tapahtuu luonnostaankin diffuusion kautta, joten tästä arveltiin olevan etua. 
Agaroosi muodostaa huokoisen hydrogeelin, jonka huokoskoko riippuu agaroosi-
pitoisuudesta. Esimerkiksi 1 % agaroosigeelillä sen on mitattu olevan 100 nm tai enemmän, 
joten elatusaineen soluille elintärkeät molekyylit, kuten glukoosi, sopivat diffundoitumaan 
geelissä hyvin (Zimm ja Levene 1992). Agaroosin luontaisiin ominaisuuksiin kuulu myös se, 
etteivät solut kykene kiinnittymään siihen (Costachel ym., 1969), joten uudiskudokset 
todennäköisesti kasvaisivat agaroosin rajaamassa kaivossa kiinnittymättä siihen. 
2.9. Tukimateriaalit 
 
Tukimateriaalin tehtävänä on tarjota rustosoluille kolmiulotteinen kasvuympäristö ja tukea 
oman solun ulkoisen väliaineen puuttuessa ja lisäksi stimuloida sen tuotantoa. Lisäksi 
materiaalin tulisi hajota samaa tahtia kuin solut muodostavat uutta väliainetta siten, ettei 
hajoamistuotteina syntyisi soluille myrkyllisiä yhdisteitä. Materiaalin tulisi myös tukea 
solujen kasvua, jakaantumista ja erilaistumista. Materiaalissa solujen tulisi pysyä 
rustosoluina. Olennainen osa kudosteknologiaa on myös se, että materiaali yhdistyisi 
ongelmitta nivelruston vauriokohtaan. Lisäksi materiaalin täytyy olla huokoinen, jotta 
aineenvaihdunta toimisi ongelmitta myös kudosrakennelman keskellä olevilla soluilla 
(Hunziker 2002). 
Tukirakenteita on tarjolla useissa erilaisissa muodoissa: olemassa on muun muassa vaahtoja, 
sieniä, geelejä ja hydrogeelejä. Tietynlainen materiaali saattaa toimia kohteena olevalle 
kudokselle tietynlaisessa kudosteknologiselle sovellukselle paremmin kuin toinen. 
Hydrogeelien voisi olettaa olevan lupaavimpien joukossa, kun nivelruston kudosteknologiaa 
varten valitaan tukimateriaali, sillä ne sisältävät tilavuuteensa nähden suuren määrän vettä, 
samoin kuin rustokudos (Levett ym., 2013).  
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Tukimateriaaleja on erilaisia aina synteettisistä luonnollisiin. Luonnollisiksi 
tukimateriaaleiksi voidaan laskea kaikki luonnossa normaalisti esiintyvät molekyylit, joilla 
voidaan tuottaa kudosteknologian soluille tarkoituksenmukainen kolmiulotteinen 
kasvuympäristö. Luonnolliset tukimateriaalit ovat solujen kanssa biologisesti yhteensopivia. 
Ne tarjoavat soluille kasvuympäristön, johon ne voivat integroitua, ja lisäksi ne ovat 
biohajoavia. Ongelmana voi kuitenkin olla immunologiset vasteet. Synteettisten 
tukimateriaalien etuina ovat niiden lukuisat muokkausmahdollisuudet, mutta mahdollisina 
ongelmina taas piilevät tulehdusreaktiot, hajoamistuotteiden myrkyllisyys ja mahdolliset 
materiaalien muokkauk-seen liittyvien pH:n vaihteluiden soluille aiheuttamat haitat. 
2.10. HyStem™: Muokattu hyaluronaani  –tukimateriaali 
 
HyStem™ on hyaluronaanista koostuva, kemiallisesti muokattu Glycosan Biosystems-yhtiön 
kaupallinen tukimateriaali, joka mahdollistaa solujen kasvattamisen kolmiulotteisessa 
ympäristössä. Hyaluronaani on soluille luontainen ja varsinkin rustokudoksessa tärkeässä 
roolissa oleva molekyyli. Tässä tapauksessa tukimateriaalin hyaluronaani on bakteereissa 
tuotettu. Samalla hyaluronaani -molekyyleihin on liitetty tioliryhmiä ristisidoksien 
muodostamista varten. Lisäksi synteettisyys vähentää elimistölle vieraiden ja eläinperäisten 
aineiden elimistöön joutumisen mahdollisuutta ja näin ollen lisää tuotteen turvallisuutta. 
HyStem™ –tuote tarjoaa myös molekyylien jatkomuokkausmahdollisuuden. Hyaluronaaniin 
voidaan liittää tarvittaessa vaikkapa tiettyjä proteiineja, jotka helpottaisivat solujen 
kiinnittymistä ja sopeutumista uuteen keinotekoiseen kolmiulotteiseen ympäristöönsä. Tässä 
tapauksessa tukimateriaalia ei kuitenkaan muokattu millään tavalla vaan tutkittiin HyStem:n 
kolmiulotteista tukikykyä sellaisenaan. 
Nivelrustossa hyaluronaanilla on erittäin tärkeä rooli. Se on glykosaminoglykaaneihin 
kuuluva polysakkaridi, joka rakentuu β-1,3-N-asetyyli-D-glukosamiinin ja β-1,4-D-
glukuronihapon muodostamista peräkkäisistä disakkaridiyksiköistä. Hyaluronaani toimii 
rustossa suurten proteoglykaaniaggregaattien keskusmolekyylinä. Juuri nämä valtaisat 
makromolekyylit saavat aikaan nivelruston joustavuuden sitomalla aggrekaaneihin 
liittyneiden negatiivisesti varautuneiden sulfatoitujen glykosaminoglykaanien kautta valtavat 
määrät vettä. Kun rustokudos altistuu mekaaniselle puristukselle liikkeen seurauksena, vesi 
puristuu ulos molekyylikomplekseista ja takaa kudoksen joustavuuden. Kun paine hellittää, 
vesi sitoutuu takaisin.  
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Hyaluronaani on myös soluille tärkeä viestimolekyyli. Sen on havaittu vaikuttavan solujen 
liikkumiseen, jakautumiseen, erilaistumiseen ja hyaluronaanin sisäänottoon ja hajottamiseen 
CD44 reseptorin kautta (Embry ja Knudson 2003). Lisäksi soluviljelmään lisätyn 
hyaluronaanin on havaittu vaikuttavan rustosoluihin positiivisesti, lisäten muun muassa 
tyypin II kollageenin ja kondroitiinisulfaatin tuotantoa (Akmal ym., 2005). Samoin 
hyaluronaanin positiiviset vaikutukset muodostuvaan uudisrustokudokseen on havaittu 
hyaluronaania sitovalla polyetyleeniglykoli-tukimateriaalilla (Unterman ym., 2012). 
Vastaavanlaisia tukimateriaaleja on tutkittu aiemminkin. Varsinkin ruston kudosteknologian 
saralla kiinnostus hyaluronaaniin pohjautuviin tukimateriaaleihin on ollut mittavaa juuri yllä 
mainittujen ominaisuuksien vuoksi. Hyaluronaanin pohjalta on kehitetty useita kaupallisia 
tuotteita, kuten Hyalograft, HYAFF, ja juuri tässä tutkimuksessa oleva HyStem™. 
Hyaluronaani-pohjaisilla materiaaleilla on saavutettu hyviä ja lupaavia tuloksia (Moss ym., 
2011). Kuitenkaan juuri tätä kaupallista HyStem™ –tuotetta ja primäärisiä rustosoluja 
yhdistelevää tutkimusta ei ole vielä tehty. Kuitenkin tuote vaikuttaa lupaavalta ruston 
kudosteknologiaa varten. Ensinnäkin, tioli-ryhmin muokattu hyaluronaani on melko 
luonnonmukainen materiaali rustolle. Toisekseen, tuotetta olisi jatkossa mahdollisuus käyttää 
minimaalisen invasiivisesti rustovaurion parantamiseen in vivo. Käytännössä solut voidaan 
sekoittaa HyStem™-liuokseen ja ruiskuttaa yhdessä ristisitovan ainesosan kanssa 
vauriokohtaan. Näin nivelrustovaurion korjaamiseen tarvittaisiin hypoteettisesti vain hyvin 
pieni operaatio, varsinkin jos solumateriaalina käytettäisiin indusoituja pluripotentteja 
kantasoluja, joiden lähtömateriaalina olisivat vaikkapa fibroblastit. 
2.11. HydroMatrix™: Itsestään järjestyvä peptidi 
 
HydroMatrix™ on Sigma-Aldrich:n kaupallinen tuote, joka mahdollistaa solujen 
kolmiulotteisen kasvatuksen. Tukimateriaali koostuu peptidisäikeistä, jotka ristisitoutuvat 
itsestään kolmiulotteiseksi hydrogeeliksi, kun liuoksen ionivahvuutta ja lämpötilaa 
muutetaan. Peptidien aminohappojärjestys on tuotteen kaupallisuuden vuoksi salattu, mutta 
vastaavanlaisia tukimateriaaleja on kuitenkin tutkittu aiemmin (Matson ja Stupp 2012). 
Täysin synteettisen tukimateriaalin etuna on se, että se on puhdas tuote. Hydrogeeli sisältää 
varmasti vain niitä molekyylejä, joita sen pitääkin sisältää, toisin kuin esimerkiksi 
organismista eristetty kollageeni, jossa voi olla mukana kudoksen epäpuhtauksia. Toisaalta 
synteettinen rakenne voi olla ongelmallinen, koska solut eivät välttämättä kykene 
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hajottamaan materiaalin molekyylirakennetta ja korvaamaan sitä omalla soluväliaineellaan  
(Matson and Stupp 2012). 
Itsestään järjestyvät peptidit ovat tuottaneet hyviä tuloksia kudosteknologian saralla. 
Esimerkiksi Kisiday ryhmineen on onnistunut tuottamaan jäykkää ja proteoglykaani- ja 
kollageenisisällöltään luonnollisen nivelruston kaltaista uudiskudosta oman 
peptiditukimateriaalinsa avulla (Kisiday ym., 2002). Cavalcanti ryhmineen käytti 
onnistuneesti Puramatrix™ -nimistä kaupallista, itsestään järjestyvää peptidiä hammasytimen 
kantasolujen kasvatuksessa. Solut säilyivät elossa ja alkoivat ilmentää geenejä, jotka ovat 
hampaan soluille tyypillisiä erilaistumismarkkereita (Cavalcanti ym., 2013). Tuote 
polymerisoituu normaaleissa fysiologisissa olosuhteissa (ionivahvuus ja lämpötila), joten se 
sopii hyvin esimerkiksi vauriokohtaan injektoitavaksi, samoin kuin hypoteettisesti myös 
tutkimuksessa oleva HydroMatrix. Samoin itsestään järjestyvän peptiditukimateriaalin on 
havaittu olevan hyödyllinen kantasolujen dopaminergisessä erilaistamisessa (Ni ym., 2013). 
Itsestään järjestyvät peptidit tarjoavat valtavan muokattavan ominaisuuksien kirjon, ja kuten 
aiemmin tehdyistä tutkimuksista voidaan havaita, näitä ominaisuuksia voidaan soveltaa hyvin 
monille erilaisille tutkimusaloille, niin myös ruston kudosteknologiaan. Tässä tutkittavan 
oleva HydroMatrix™ –peptidi vaikuttaisi erittäin lupaavalta rustokudoksen uudistamista 
silmällä pitäen. Aiemmissa tutkimuksissa vastaavanlaisilla materiaaleilla on saavutettu 
lupaavan oloisia tuloksia, ja lisäksi kyseessä on nyt sellainen tukimateriaali, joka voitaisiin 
lopulta periaatteessa injektoida solujen kanssa vauriokohtaan. 
 
3. Tutkimuksen tavoitteet 
 
Tutkimuksen tavoitteena on selvittää HyStem™- ja HydroMatrix™ -tukimateriaalien etuja 
nivelruston kudosteknologiassa. Ajatuksena on vertailla näitä kahta tukimateriaalia tuetta 
kasvatettuun kontrolliin. Lisäksi tarkoituksena on selvittää, edesauttaako agaroosikaivojen 
käyttö uudiskudosten kasvatuksessa hapen ja ravintoaineiden pääsyä kudosten sivuille ja 
keskialueille verrattuna aiemmin tutkittuihin inserttikasvatuksiin. Tarkoituksena on 
hyödyntää aiemmissa tutkimuksissa tukimateriaalittomissa inserttikasvatuksissa optimoituja 
kasvatusolosuhteita. 
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Hypoteesina oli, että tukimateriaalit auttaisivat varsinkin alkuvaiheessa kudoksia 
nopeampaan kasvuun verrattuna kontrolliin, koska soluilla on tuki ympärillä jo heti alusta 
asti. Oletetusti kudokset olisivat jäykempiä ja pinnaltaan tasaisempia heti alusta asti. Lisäksi 
HyStem –tukimateriaalin oletettiin olevan rustosoluille parempi tukimateriaali juuri 
rustosoluille, koska hyaluronaania on luonnostaan erityisen paljon rustokudoksessa. 
Hyaluronaani toimii kudoksessa linkkinä kudoksen väliaineen tukirangan 
kollageeniverkoston ja solujen välillä. Oletuksena oli siis, että solut sopeutuisivat ja 
liittyisivät paremmin hyaluronaania sisältävään tukimateriaaliin kuin HydroMatrixin itsestään 
järjestyvään peptidiverkkoon. 
Mikäli tutkimuksessa saavutetaan hyviä tuloksia ja onnistutaan tuottamaan alkuperäisen 
kaltaista, järjestäytynyttä rustokudosta primääristen rustosolujen avulla, voidaan 
mahdollisesti siirtyä esimerkiksi mesenkymaalisten kantasolujen käyttöön parhaalla 
tukimateriaalilla ja samoilla kasvatusolosuhteilla. Samoin menetelmän käyttöä nivelvaurion 
korjaukseen koe-eläinmallissa voidaan harkita. Tutkimuksen perimmäisenä tavoitteena on 
edistää tietämystä nivelrustovaurioiden korjauksesta kudosteknologisesti ja tutkia, miten 
nämä ennen tutkimattomat tukimateriaalit voivat olla avuksi kyseisellä uudistavan 
lääketieteen alalla. 
 
4. Materiaalit ja menetelmät 
4.1. Agaroosikaivot 
 
Näytteiden agaroosikaivojen valmistamista varten tehtiin 1 % agaroosigeeli PBS-
fosfaattipuskuriin (Phosphate-Buffered Saline). Geeli sulatettiin mikroaaltouunissa, ja lisäksi 
se steriloitiin autoklaavissa joka kerta ennen kaivojen valamista. Ennen sterilointia geeli 
punnittiin, ja steriloinnin jälkeen geeli punnittiin uudelleen. Steriloitaessa haihtuneen veden 
tilalle lisättiin vastaava määrä vettä, jotta geelin agaroosipitoisuus olisi pysynyt samana.  
Geelit valettiin 6 cm:n soluviljelymaljoille (kuva 5). Ennen geelin valua maljan pohjalle 
asetettiin halkaisijaltaan 9 mm ollut sylinterimäinen muotti. Maljalle pipetoitiin 6 ml 1 % 
agaroosigeeliä ja geelin annettiin jähmettyä. Geelin jähmetyttyä muotti poistettiin, jolloin 
maljalle jäi sylinterimäinen agaroosikaivo uudiskudoksen kasvatusta varten. Geelin pinta oli 
noin 6 mm:n korkeudella, joten sylinterin tilavuus oli noin 250 µl. Geelikaivojen valaminen 
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suoritettiin tuoreeltaan ennen jokaista toistokoetta. Agaroosikaivojen pohjia ei siis tehty 
agaroosista, jotta uudiskudokset saataisiin kiinnittymään soluviljelymaljan pohjaan. Näin 
voitiin välttää kudoskappaleiden ajelehtiminen maljalla. Itse agaroosikaivoista valmistettiin 
pyöreän sylinterin muotoisia, mutta periaatteessa mikä tahansa muoto olisi ollut mahdollinen 
 
Kuva 5. Soluviljelymaljalle (halkaisija 6 cm) valetut agaroosikaivot alkuvaiheen kokeilusta. 
Vasemmanpuoleisessa on agaroosipohja ja oikeanpuolimmainen on ilman agaroosipohjaa. 
Varsinaisessa kokeessa kaikki kaivot olivat ilman agaroosipohjia, mikä helpotti uudiskudosten 
kiinnittymistä soluviljelymaljaan ja paikoillaan pysymistä. 
 
 
4.2. Rustosolujen eristys naudan polvista 
 
Naudan polvet tilattiin päivää ennen rustokudoksen keräystä HK Agrin teurastamolta 
Outokummusta. Näin kaikki tutkimuksessa käytetyt polvet olivat eläimistä, jotka oli 
teurastettu solueristystä edeltävänä päivänä. HK Agri ei toimita eläinten ikätietoja, eikä 
myöskään kerro, ovatko polvet samoista eläimistä. 
Rusto kerättiin steriilisti skalpelilla leikaten naudan polvinivelestä. Irrotetut rustopalat 
siirrettiin PBS-liuokseen, johon oli lisätty penisiliini/streptomysiini–liuos (P/S) (penisiliini 
100 U/ml, streptomysiini 100 µg/ml). Kun rustokudos oli kerätty nivelen alueelta 
mahdollisimman tarkasti, kudospalat pilkottiin edelleen pienemmiksi noin 1 mm
3
:n 
kokoisiksi palasiksi. 
26 
 
Pilkottu rusto siirrettiin digestioliuokseen, joka koostui DMEM:sta (Dulbecco’s Modified 
Eagle’s Medium, DMEM), penisilliinistä (100 U/ml), streptomysiinistä (100 µg/ml), L-
glutamiinista (2 mM), C-vitamiinista (50 µg/ml), kollagenaasista (100 U/ml) ja 1 % naudan 
sikiön seerumista (Fetal Bovine Serum, FBS). Kudoskappaleita digestoitiin yön yli sekoittaen 
seuraavan ohjelman mukaisesti: 
10 h sekoitus 
2h ei sekoitusta 
1h sekoitus 
2h ei sekoitusta 
1h sekoitusta 
Loppuaika ilman sekoitusta. 
 
Seuraavana päivänä digestioliuos suodatettiin huokoskooltaan 150 µm:n suodattimen läpi ja 
suodatin huuhdeltiin PBS:lla kaikkien solujen talteen saamiseksi. Solususpensio jaettiin 50 
ml:n putkiin ja sentrifugoitiin (450 x g, 15 min, huoneenlämmössä). Sentrifugoinnin jälkeen 
supernatantit poistettiin, ja solut suspensoitiin hypertoniseen rustosolujen elatusaineeseen 
(korkea glukoosinen DMEM, 10 % FBS, 100 U/ml penisilliini, 100 µg/ml streptomysiini, 2 
mM L-glutamiini, 50 µg/ml C-vitamiini, tehtiin 390 mOsm:ksi lisäämällä NaCl:a), ja 
yhdistettiin yhteen putkeen. Solususpensio sentrifugoitiin samoilla asetuksilla, supernatantti 
poistettiin, ja pohjalla ollut solusakka sekoitettiin 20 ml:aan elatusainetta. Solumäärät 
laskettiin Bürkerin kammion avulla sopivasta laimennoksesta. 
4.3. Solujen istutus agaroosikaivoihin  
 
 
Kontrollia varten 6 miljoonaa rustosolua sekoitettiin 200 µl:aan elatusainetta ja pipetoitiin 
agaroosikaivoon. Solujen annettiin asettua kaivoon kahden tunnin ajan inkubaattorissa, minkä 
jälkeen soluviljelymaljalle lisättiin 5 ml elatusainetta ja malja siirrettiin kosteutettuun 
inkubaattoriin. 
 
HyStem™-näytettä varten samat 6 miljoonaa solua suspensoitiin 80 µl:aan HyStem™-
liuosta, ja näytteeseen sekoitettiin 20 µl ristisitovaa komponenttia ohjeen mukaisessa 
suhteessa. Seos siirrettiin heti pipetillä agaroosikaivoon ja sen annettiin jähmettyä ohjeen 
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mukaiset 20 minuuttia. Soluviljelymaljalle lisättiin 5 ml elatusainetta ja malja siirrettiin 
kosteutettuun inkubaattoriin. 
 
HydroMatrix™-näytettä varten 6 miljoonaa rustosolua sekoitettiin 10 % sakkaroosiliuokseen 
ja edelleen 1:1 0,5 % HydroMatrix™ –liuokseen, joka oli laimennettu steriilillä vedellä ja 20 
% sakkaroosiliuoksella 1 % varasto-liuoksesta. Tällöin solut olivat lopulta 0,25 % 
Hydromatrix™-geelissä. Liuosta säilytettiin jäillä niin pitkään, kunnes geeliytyminen 
haluttiin aloittaa. Lisäksi soluilta otettiin elatusaine mahdollisimman tarkkaan pois ennen 
Hydromatrix™:iin suspensoimista, jotta geeliytyminen ei tapahtuisi ennenaikaisesti. 
HydroMatrix™:in geeliytyminen käynnistyi heti, kun liuos otettiin jäiltä. Geeliytymistä 
vauhditti hyvin varovainen elatusaineen lisääminen kaivoon solu-HydroMatrix™ –
suspension päälle. Tukimateriaalin annettiin jähmettyä 20 minuuttia. Tämän jälkeen 
soluviljelymaljalle lisättiin 5 ml elatusainetta ja malja siirrettiin kosteutettuun inkubaattoriin. 
Kaikille näytteille vaihdettiin elatusaineet kolmesti viikossa (maanantaisin, keskiviikkoisin ja 
perjantaisin). 
 
4.4. Näytteiden keräys 
 
Kunkin aikapisteen jokaisesta käsittelystä kerättiin kolme näytettä. Yksi kudoskappale 
halkaistiin, joista toinen puolikas fiksoitiin 4 % paraformaldehydillä histologisia leikkeitä 
varten. Näytteitä pidettiin fiksatiivissa yön yli, minkä jälkeen paraformaldehydi poistettiin ja 
näytteet siirrettiin – 70 °C:een odottamaan sarjan muita näytteitä histologisten leikkeiden 
tekoa varten. Toinen puolikas pilkottiin ja siirrettiin ennalta punnitussa putkessa – 70 °C:een 
proteoglykaanien eristystä varten. Yksi kokonainen kudoskappale pilkottiin pieniksi paloiksi 
ja suspensoitiin TRI-reagenssiin (Molecular Research Center Inc.). Liuos siirrettiin – 70 
°C:een odottamaan RNA:n eristystä. 
 
4.5. Histologia 
 
Histologisten leikkeiden avulla kudoksista saadaan kattavat poikkileikkaukset, joita 
mikroskoopilla tarkastelemalla voidaan saada hyvä käsitys näytteiden solutason rakenteesta. 
Edelleen leikkeet värjäämällä voidaan tuoda esiin tiettyjä kiinnostuksen kohteena olevia 
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molekyylejä tai muita yksityiskohtia, joita ei voisi arvioida pelkästä kudoksesta vain 
mikroskoopin ja paljaan silmän avulla. 
 
Leikkeiden valmistaminen alkoi näytteiden kinnittämisellä eli fiksoinnilla. Tutkimuksessa 
käytettiin paraformaldehydiä, joka tappaa solut ja säilyttää kudoksen alkuperäisen näköisenä 
kiinnittäen proteiinit. Kiinnittämisellä estetään näytekudoksen hajoaminen ja mahdollistetaan 
sen tarkastelu mahdollisimman paljon näytteenottohetkeä vastaavassa kunnossa. 
 
Kiinnittämisen jälkeen näytteistä poistettiin vesi etanolin avulla, ja ne valettiin parafiiniin 
leikkausta varten. Parafiini helpottaa näytteen leikkausta mikrotomilla, jolla leikattiin 
paksuudeltaan noin 5 µm:n leikkeitä. Värjäyksissä käytettiin toluidiinisinistä 
proteoglykaanijakauman selvittämiseen ja tyypin II kollageenille spesifistä vasta-ainetta 
kyseisen kollageenin jakautumisen selvittämiseen. Leikkeet kuvattiin valomikroskoopilla 10x 
suurennoksella (Carl Zeiss Axioimager M2), ja kuvista valittiin parhaiten yleisilmettä 
edustavat tuloksissa esitettävään kuvakollaasiin. 
 
4.6. Proteoglykaanien kvantitatiivinen ja kvalitatiivinen määritys 
 
Proteoglykaanien eristäminen aloitettiin guanidiinihydrokloridi-uutolla (4 M guanidiini-HCl, 
50 mM Na-asetaatti, 10 mM Na-EDTA, pH 5,8; 5 mM betsamidiini-HCl). Pilkotuille 
näytteille lisättiin uuttoliuosta, ja proteoglykaaneja uutettiin kahden yön yli 4 °C:ssa. Tämän 
jälkeen liuokset sentrifugoitiin (4 °C, 12 000 x g, 15 min), ja supernatantit kerättiin uusiin 
putkiin. Putkien pohjille jääneet sakat pestiin vielä kertaalleen uuttoliuoksella ja supernatantit 
kerättiin sentrifugoinnin (4 °C, 12 000 x g, 15 min) jälkeen talteen. 
 
Uuttoliuoksista saostettiin proteoglykaanit etanoli-liuoksen avulla (0,5 % Na-Asetaatti 100 % 
EtOH) yön yli 4 °C:ssa. Seuraavana päivänä saostetut proteoglykaanit sentrifugoitiin (4 °C, 
12 000 x g, 15 min) mikrosentrifuugiputkien pohjalle, pestiin 75 % etanolilla, sentrifugoitiin 
samoilla asetuksilla uudestaan ja kuivatettiin korkit auki. Tämän jälkeen sakat liuotettiin 
sakan kokoa vastaavaan määrään steriiliä vettä silmämääräisesti sakan koon mukaan 
arvioiden tilavuudet ylös kirjaten ja liuotetut näytteet siirrettiin säilytykseen -70 °C:een. 
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Glykosaminoglykaanien kvantitatiivinen määritys tehtiin dimetyylimetyleenisini –
määrityksen (DMMB) avulla (Farndale ym., 1986).  DMMB -värin toiminta mittauksessa 
perustuu siihen, että glykosaminoglykaanit (kuten esimerkiksi kerataani-, hepariini-, 
dermataani- ja kondroitiinisulfaatit) sitoutuvat 1,9-DMMB –molekyyleihin. Tämän 
seurauksena näytteen absorbanssissa voidaan havaita nousu 525 nm:n aallonpituudella. 
Määrityksessä käytettiin standardina hain rustosta eristettyä kondroitiinisulfaattia. 
Kondroitiinisulfaatista valmistettiin laimennussarja standardisuoraa varten: 2 µg/ml, 4 µg/ml, 
8 µg/ml, 16 µg/ml, 20 µg/ml, 32 µg/ml. Nollanäytteenä oli pelkkä näytteiden 
laimentamisessa käytetty steriili vesi. Kontrollina oli naudan nivelrustosta eristetyt 
proteoglykaanit. Näytteistä tehtiin sopivat laimennokset määritystä varten. Sekä näytteitä että 
standardeja pipetoitiin 96-kuoppalevylle 50 µl kolmena rinnakkaisena ja päälle pipetoitiin 
250 µl DMMB –liuosta. Näytteiden absorbanssit mitattiin aallonpituudella 535 nm. Näytteen 
todellinen glykosaminoglykaani-pitoisuus laskettiin edelleen huomioimalla laimennos. 
Tämän jälkeen laskettiin glykosaminoglykaanien massa näytteessä, ja suhteutettiin se 
näytteen punnittuun märkäpainoon. 
 
Pitoisuusmäärityksen jälkeen näytteet ajettiin agaroosigeelille (1,5 %), jotta kunkin näytteen 
proteoglykaanijakaumaa voitiin arvioida. Erikokoiset proteoglykaanit ajautuvat geelillä eri 
matkan: pienemmät (esimerkiksi dekoriini, biglykaani ja fibromoduliini) kulkeutuvat 
pidemmälle kuin suuremmat (aggrekaani). Kutakin näytettä otettiin 5 µg ja proteoglykaanit 
saostettiin etanoliliuoksen (0,5 % Na-asetaatti, 100 % EtOH) avulla yön yli 4 °C:ssa. 
Seuraavana päivänä proteoglykaaneista koostuneet sakat sentrifugoitiin (4 °C, 12 000 x g, 15 
min) mikrosentrifuugiputkien pohjalle, pestiin 75 % etanolilla ja sentrifugoitiin uudestaan 
samoin asetuksin. Sakat ilmakuivattiin ja liuotettiin 10 µl:aan näytepuskuria (1% SDS 
1xTris-asetaatti-EDTA –puskurissa, TAE). Liuotettuihin näytteisiin lisättiin 5 µl väriainetta 
(60 % sakkaroosi, 0,05 % bromifenolisininen 1x TAE puskurissa) ja näytteet pipetoitiin 
agaroosigeelille. Kontrollina käytettiin hain rustosta eristettyä kondroitiinisulfaattia (Sigma-
Aldrich). Näytteitä ajettiin geelillä kolmen tunnin ajan (50 mA, 35 V). Ajon jälkeen geeli 
käsiteltiin ja kuvattiin samalla tavoin kuin aiemmin tehdyssä tutkimuksessa (Qu ym., 2012). 
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4.7. Tosiaikainen kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio (RT-qPCR) 
 
TRI-reagenssissa pakastetut näytteet sulatettiin huoneenlämmössä ja liuoksiin lisättiin 
kloroformia RNA:n uuttamiseksi vesifaasiin. Näytteet sekoitettiin Vortex -laitteella ja niiden 
annettiin seisoa huoneenlämmössä 10 min. Sitten liuokset sentrifugoitiin (4 °C, 12 000 x g, 
15 min) eri faasien erottelemiseksi, ja ylempi vesifaasi kerättiin uuteen putkeen. Kerättyyn 
liuokseen lisättiin -20 °C isopropanolia, ja näytteet siirrettiin saostumaan -20 °C:een kahdeksi 
yöksi. 
 
Saostuksen jälkeen RNA-sakat sentrifugoitiin (4 °C, 12 000 x g, 15 min) putkien pohjalle. 
Sakat pestiin 75 % etanolilla ja sentrifugoitiin (4 °C, 8 000 x g, 15 min) uudestaan, minkä 
jälkeen sakat ilmakuivattiin ja liuotettiin steriiliin veteen. Liuottamisen jälkeen liuoksesta 
mitattiin näytteen RNA-pitoisuus Nanodrop -laitteella (Nanodrop, Wilmington, Del., USA) 
260 nm aallonpituudella. Käänteiskopiontia varten otettiin 1 µg RNA:ta kustakin näytteestä. 
Käänteiskopionti cDNA:ksi tehtiin valmistajan (Verso cDNA Kit, Thermo Scientific) 
ohjeiden mukaan. 
 
Käänteiskopioidut RNA-näytteet säilytettiin -20 °C:ssa. RT-qPCR:n kunkin geenin alukkeille 
sopivan templaatti-cDNA -määrän löytämistä varten näytteistä tehtiin sekoitus ja tehtiin testi-
vakiosuora PCR-ajo erilaisilla templaatti-cDNA –pitoisuuksilla. PCR-ajoissa 
normalisointigeeninä käytettiin Ribosomal Protein Large P0:aa (RPLP0). Optimoituun 
templaatin määrään pohjaten voitiin suorittaa varsinaiset RT-qPCR –analyysit eri näytteille ja 
eri sarjoille (MX3000P Real Time PCR System, Stratagene, La Jolla, Calif. USA). Eri 
sarjojen geenienilmentymistasot suhteutettiin toisiinsa ajamalla kaikkien sarjojen 
kalibraatttorinäytteet eri geeneille lopuksi samalla levyllä. Nivelrustolle ominaisten geenien 
suhteellisten ilmentymisten pohjalta piirrettiin pylväsdiagrammit. Polymeraasi-
ketjureaktioissa käytettiin taulukossa esitettyjä alukkeita (Taulukko 1). 
 
 
 
 
31 
 
Taulukko 1. PCR:ssa käytettyjen alukkeiden sekvenssit ja pitoisuudet. RPLP0: Donaldson ym., 2005;  
Aggrekaani: Bosnakovski ym., 2006; Prokollageeni 2α1: Galois ym., 2006; Prokollageeni 1α2: Galois ym., 
2006 ja Sox9: Tchetina ym., 2003. 
Geeni Alukkeen sekvenssi Pitoisuus 
RPLP0 5’CAACCCTGAAGTGCTTGACAT 300 nM 
  3’AGGCAGATGGATCAGCCA   
Aggrekaani 5’CACTGTTACCGCCACTTCCC 100 nM 
  3’GACATCGTTCCACTCGCCCT   
Prokollageeni 
2α1 5’CATCCCACCCTCTCACAGTT 100 nM 
  3’GTCTCTGCCTTGACCCAAAG   
Prokollageeni 
1α2 5’TGAGAGAGGGGTTGTTGGAC 300 nM 
  3’AGGTTCACCCTTCACACCTG   
Sox9 5’CATGAAGATGACCGACGAG 300 nM 
  3’GTTCTTGCTCGAGCCGTTGAC   
 
4.8. Tilastolliset menetelmät 
 
Tuloksista laskettiin keskiarvot ja keskihajonnat. Tulosten tilastollisesti merkitsevät 
eroavuudet laskettiin yksisuuntaisen varianssianalyysin ja Bonferronin testin avulla (p<0,05). 
Eroavuudet laskettiin saman käsittelyn eri aikapisteiden välillä ja eri käsittelyiden välillä 
samassa aikapisteessä. 
 
5. Tulokset 
5.1. Makroskooppiset valokuvat 
 
Uudiskudoksista otettujen valokuvien perusteella oli tarkoitus arvioida näytteiden 
yleisilmettä, muotoa ja kokoa, eli sitä miten hyvin kudos muistuttaa nivelrustoa. Yleisesti 
ottaen kontrollinäytteet olivat muodoiltaan säännöllisen kiekon muotoisia ja pinnaltaan 
sileimpiä, kun taas tukimateriaalein kasvatettujen näytteiden muodot olivat useammin 
epäsäännöllisiä ja rakenteeltaan rikkonaisempia. Samoin kontrollinäytteet olivat useimmiten 
suurempia. Tosin kahdessa viimeisessä toistokokeessa kaikki näytteet jäivät silminnähden 
selkeästi pienemmiksi kuin aiemmissa toistoissa. Kontrollinäytteille oli ominaista, että ne 
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alkoivat usein leventyä ylhäältä sienimäisesti kuuden viikon aikapistettä kohti tultaessa. 
Alaosastaan näytteet pysyivät kapeampina.  
Kudosten jäykkyyttä voitiin hieman arvioida, kun yksi näyte kustakin käsittelystä ja kustakin 
aikapisteestä halkaistiin skalpellilla eri kokeita varten. Kaikkien näytteiden jäykkyys lisääntyi 
selvästi kasvatusajan pidentyessä. Varsinkin kontrollit ensimmäisten sarjojen viimeisistä 
aikapisteistä muistuttivat leikkaustuntuman jäykkyydeltään nivelen normaalia hyaliinirustoa, 
mutta seassa oli myös selkeästi pehmeämmän tuntuisia näytteitä. Varsinkin neljännessä ja 
viidennessä koesarjassa uudiskudokset olivat pehmeämpiä. Näytteiden koko ei kasvanut 
kovin paljoa kasvatusajan lisääntyessä. Kudokset tuntuivat lähinnä jäykistyvän ja tiivistyvän 
ajan kuluessa, mutta yleisesti ottaen ne eivät näyttäneet kasvavan erityisen paljon korkeutta.  
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Kuva 6. Makroskooppiset kuvat agaroosigeelikaivoissa kasvatetuista uudisrustokudoksista eri 
aikapisteissä (1 viikko, 3 viikkoa ja 6 viikkoa) eri käsittelyillä (tukimateriaaliton kontrolli, 
HyStem™ ja HydroMatrix™). Kuvat otettiin Canon EOS 1100D digitaalisella 
järjestelmäkameralla käsivaralta. Mittakaava on nähtävissä taustan viivoittimesta. Parhaimpiin 
kuviin valittiin säännöllisimmän muotoiset ja tasapintaisimmat uudiskudokset, kun taas 
huonoimmat edustavat epäsymmetrisimpiä ja epätasaisimpia näytteitä. 
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5.2. Histologiset leikkeet 
 
Histologisten leikkeiden avulla tutkittiin kudosten hienorakennetta ja koostumusta tarkemmin 
värjäämällä leikkeistä tyypin II kollageeni ja proteoglykaanit. Kaikissa leikkeissä voitiin 
havaita, että värjäytymisten intensiteetti oli kasvanut kasvatusajan pidentyessä. Samoin 
kudokset olivat ehjemmän ja kokonaisemman näköisiä. Värjäytyminen oli tasaista, ja soluja 
vaikutti olevan joka puolella kudoksissa. Siellä täällä leikkeissä oli kuitenkin havaittavissa 
tyhjiä kohtia, joissa ei näyttänyt olevan soluja tai väliainetta lainkaan. Alueet eivät olleet 
värjäytyneet lainkaan. Samoin joissakin näytteissä oli nähtävissä haaleampaa värjäytymistä 
kudosnäytteen yhdellä reuna-alueella. Leikkeiden perusteella voidaan tarkastella myös 
uudiskudosten pintojen muotoja. Pinta-alueet olivat useimmiten epätasaisia, tosin muutamia 
poikkeuksiakin löytyi. Yleensä kuitenkin uudisrustonäytteiden pinnat olivat karkeita ja niillä 
oli tunnusomainen ”röpelöinen” muoto. 
Toluidiinisini-värjäykset olivat suhteellisen intensiivisiä ja tasaisia, kun taas tyypin II 
kollageenin värjäytyminen oli heikompaa ja epätasaisempaa. Kollageenin värjäytyminen oli 
kuitenkin selkeää. Käsittelyiden ja kontrollin välillä ei voitu havaita selkeitä eroja 
kummassakaan värjäyksessä. Ainoastaan kasvatusajan pidentyminen näyttää vaikuttaneen 
värjäytymisten tasoon. Neljäs toistokoe poikkesi ulkonäöltään muista huomattavasti. 
Värjäytyminen sekä kollageenin että proteoglykaanien suhteen oli heikkoa, eivätkä kudokset 
olleet ehyitä. Väliaine oli harvaa ja hajanaista, ja solut näyttivät kasvultaan kituliailta. 
Selkeästi tummimmin värjäytyneitä ja kiinteimpiä kudoksia tuli kolmessa ensimmäisessä 
toistokokeessa. Värjäytymiset olivat vahvoja sekä tyypin II kollageenin että proteoglykaanien 
suhteen. 
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Kuva 7. Toluidiinisinisellä proteoglykaanien esiin tuomiseksi värjätyt histologiset leikkeet 
uudiskudoksista eri käsittelyillä (CTRL, tukimateriaaliton kontrolli; HS, HyStem™; ja HM, 
HydroMatrix™) eri aikapisteistä (1 viikko, 3 viikkoa ja 6 viikkoa). Leikkeitä tarkasteltiin 
valomikroskoopilla ja samalla ne kuvattiin (Carl Zeiss Axioimager M2). Kuvista leikattiin 
edustava otos koko kudoksen paksuudelta, jotta kaikki leikkeet sopisivat kuvaan. Kunkin 
leikkeen leveys on 200 µm. 
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Kuva 8. Tyypin II kollageenin vasta-aineella värjätyt histologiset leikkeet uudiskudoksista eri 
käsittelyillä (CTRL, tukimateriaaliton kontrolli; HS, HyStem™; ja HM, HydroMatrix™) eri 
aikapisteistä (1 viikko, 3 viikkoa ja 6 viikkoa). Leikkeitä tarkasteltiin valomikroskoopilla ja 
samalla ne kuvattiin (Carl Zeiss Axioimager M2). Kuvista leikattiin edustava otos koko 
kudoksen paksuudelta, jotta kaikki leikkeet sopisivat kuvaan. Kunkin leikkeen leveys on 200 
µm. 
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5.3. Glykosaminoglykaanien kvantitatiivinen ja proteoglykaanien 
kvalitatiivinen määritys 
 
Yleisesti ottaen näytteiden glykosaminoglykaani-pitoisuus kasvoi käsittelystä riippumatta 
kasvatusajan pidentyessä. Eri käsittelyjen ja kontrollin välillä ei ollut merkittäviä eroja, joskin 
glykosaminoglykaani-pitoisuus näytti kasvaneen eniten kontrolli- ja HyStem™ näytteissä. 
Verrokkina määrityksessä käytettiin todellista nivelruston glykosaminoglykaani-pitoisuutta. 
Kuuden viikon kasvatuksen jälkeen glykosaminoglykaanien määrä varsinkin 
kontrollinäytteessä vaikutti kohonneen luonnollisen nivelruston tasolle. Tilastollisesti 
merkitseviä eroja saman käsittelyn eri aikapisteiden tai eri käsittelyiden välillä samassa 
aikapisteessä ei havaittu. 
 
Kuva 9. Uudiskudosten proteoglykaanisisältöjen analysointi eri aikapisteissä (1 viikko, 3 
viikkoa ja 6 viikkoa) eri käsittelyillä (natiivi nivelrusto, tukimateriaaliton kontrolli, Hystem™ ja 
HydroMatrix™). Pylväsdiagrammissa esitettynä  PG-pitoisuuksien keskiarvot ± keskihajonta 
(n=4) mitattuna DMMB-analyysillä ja suhteutettuna kunkin kudoksen märkäpainoon. 
Kvalitatiivisen määrityksen osalta on selkeästi havaittavissa, että kaikki näytteet koostuivat 
suurista proteoglykaaneista. Vyöhykkeet ovat liikkuneet agaroosigeelillä vain lyhyen matkaa 
verrattuna kontrollina toimineeseen hain ruston kondroitiinisulfaattiin. Kaikki näytteet ovat 
liikkuneet geelillä saman matkaa käsittelystä tai kasvatusajasta huolimatta, samoin kuin 
natiivin ruston proteoglykaanit. 
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Kuva 10. PG-näytteet ajettuna agaroosigeelille. Molemmissa laidoissa on kontrollina 
kondroitiinisulfaatista koostuvat näytteet, jotka esittävät kuinka pitkälle pienet 
glykosaminoglykaanit geelillä ajautuivat. Nat: naudan nivelrustosta uutetut proteoglykaanit, 
CTRL, tukimateriaaliton kontrolli; HS, HyStem™; HM, HydroMatrix™; 1w, 1:n viikon 
aikapiste; 3w, 3:n viikon aikapiste; ja 6w, 6:n viikon aikapiste. Geelikuvasta voidaan havaita, 
että  kaikkien näytteiden vyöhykkeet ovat ajautuneet geelillä vain lyhyen matkaa, ja siten ovat 
koostuneet suurista proteoglykaaneista, samoin kuin rustosta eristetty näyte. 
 
 
 
 
39 
 
5.4. Geenien ilmentyminen (RT-qPCR) 
 
 
Kuva 11. Aggrekaanin mRNA:n ilmentymistasot (keskiarvo ± keskihajonta, n=4) eri 
aikapisteissä (1, 3 ja 6 viikkoa) eri käsittelyillä (Ctrl, tukimateriaaliton kontrolli; HyStem™ ja 
HydroMatrix™). Aggrekaanin ilmentyminen normalisoitiin suhteessa RPLP0:aan (Ribosomal 
Protein Large P0). 
Aggrekaani on erityisesti nivelrustolle tärkeä proteoglykaani, sillä ne muodostavat yhdessä 
sulfatoitujen glykosaminoglykaanien ja hyaluronaanin kanssa valtavia vettä sitovia 
proteoglykaaniaggrekaatteja. Molekyylit takaavat nivelruston joustavuuden ja 
iskunvaimennusominaisuudet. Täten kyseisen geenin ilmentymisen tarkkaileminen eri 
käsittelyissä ja aikapisteissä oli erittäin tärkeää. Aggrekaanin ilmentymisen korkea taso 
kuvastaa hyvin tuotetun uudiskudoksen hyaliinirustomaisia ominaisuuksia.  
Aggrekaanin ilmentymisessä oli kaikissa näytteissä havaittavissa selkeä laskeva trendi 
kasvatusajan pidentyessä. Keskihajonnat olivat kuitenkin suuria, eikä eri käsittelyjen tai 
aikapisteiden välillä havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja. 
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Kuva 12. Prokollageeni α1(II):n mRNA:n ilmentymistasot (keskiarvo ± keskihajonta, n=4) eri 
aikapisteissä (1, 3 ja 6 viikkoa) eri käsittelyillä (Ctrl, tukimateriaaliton kontrolli; HyStem™ ja 
HydroMatrix™). Prokollageeni α1(II):n ilmentyminen normalisoitiin suhteessa RPLP0:aan 
(Ribosomal Protein Large P0). 
Prokollageeni α1(II) on tyypin II kollageenin esiaste. Näistä aminohappoketjuista kiertyy ja 
järjestäytyy lopullinen valmis tyypin II kollageeni säie. Varsinaiset tyypin II 
kollageenisäikeet vastaavat nivelrustokudoksen soluväliaineen tuennasta ja koko kudoksen 
hankauksen kestävyydestä. Prokollageeni α1(II):n ilmentymistä näytteissä haluttiin selvittää, 
koska kyseistä geeniä ilmennetään vain nivelrustossa. Muissa rustokudoksissa sen 
ilmentäminen on vähäistä tai sitä ei ilmennetä ollenkaan. Näin ollen korkea prokollageeni 
α1(II):n ilmentäminen kielii meille siitä, että uudiskudoksen rustosolut tuottavat tyypin II 
kollageenia ja kudos on siten säilyttänyt nivelrustomaiset ominaisuutensa. 
Prokollageeni α1(II):n ilmentymisessä on havaittavissa sama trendi kuin aggrekaanillakin: 
ilmentyminen laskee kaikissa näytteissä kasvatusajan pidentyessä. Merkittäviä eroja 
käsittelyjen tai aikapisteiden välissä ei kuitenkaan havaittu.  
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Kuva 13. Prokollageeni α2(I):n mRNA:n ilmentymistasot (keskiarvo ± keskihajonta, n=4) eri 
aikapisteissä (1, 3 ja 6 viikkoa) eri käsittelyillä (Ctrl, tukimateriaaliton kontrolli; HyStem™ ja 
HydroMatrix™). Prokollageeni α2(I):n ilmentyminen normalisoitiin suhteessa RPLP0:aan 
(Ribosomal Protein Large P0). 
 
Prokollageeni α2(I) –geeni koodittaa tyypin I kollageenin säiettä, joka kahden alfa1-ketjun 
kanssa muodostaa lopullisen tyypin I kollageenin kolmoiskierteen. Geenin ilmentäminen on 
merkki siitä, että kasvatettujen rustosolujen fenotyyppi on muuttunut fibroblastimaiseksi. 
Nivelruston solut eivät ilmennä prokollageeni α2(I):ta luonnostaan, vaan geenin ilmentäminen 
on tyypillisempää esimerkiksi fibroblasteille. 
Prokollageeni α2(I):n ilmeneminen monikymmenkertaistui kasvatusajan pidentyessä kaikilla 
käsittelyillä ja kontrollilla. Vaihtelu ilmentymistasoissa eri toistokokeiden välillä oli tämänkin 
geenin tapauksessa niin suurta, ettei tilastollisesti merkitseviä eroja eri käsittelyiden tai 
aikapisteiden välillä esiintynyt. 
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Kuva 14. Sox9:n mRNA:n ilmentymistasot (keskiarvo ± keskihajonta, n=4) eri aikapisteissä (1, 
3 ja 6 viikkoa) eri käsittelyillä (Ctrl, tukimateriaaliton kontrolli; HyStem™ ja HydroMatrix™). 
Sox9:n ilmentyminen normalisoitiin suhteessa RPLP0:aan (Ribosomal Protein Large P0). 
Sox9 on transkriptiotekijä, jolla on tärkeä rooli rustosolujen erilaistumisessa. Geenin 
ilmentäminen aktivoi muun muassa prokollageeni α2(II):n ilmentämistä ja vaikuttaa myös 
aggrekaanin ilmentämiseen (Lefebvre ym., 1997, Hino ym., 2014). 
Sox9 –geenin ilmentyminen noudattaa samaa linjaa kuin aggrekaani ja prokollageeni α2(I). 
Ilmentyminen pysyy kaikilla käsittelyillä kolmen viikon aikapisteeseen asti suhteellisen 
tasaisena, kunnes se kuudennen viikon kohdalla laskee. Tilastollisesti merkitseviä eroja 
aikapisteiden tai käsittelyjen välillä ei tämänkään geenin osalta havaittu. 
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6. Pohdinta 
 
Nivelruston kudosteknologian tarkoituksena on uuden alkuperäisenkaltaisen 
nivelrustokudoksen tuottaminen solujen, tukimateriaalien ja mahdollisten viestimolekyylien 
avulla. Ajatuksena on, että luonnostaan erittäin huonosti uusiutuvan nivelruston vauriot 
kyettäisiin korjaamaan uudistavan lääketieteen keinoin.  
Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää voidaanko HyStem™ ja HydroMatrix™ 
tukimateriaalien ja primääristen rustosolujen avulla tuottaa parempilaatuista 
uudisrustokudosta agaroosikaivoissa kuin ilman tukimateriaaleja niin sanotuissa 
tukirakenteettomissa kasvatuksissa. Hypoteesina oli, että tukimateriaalit auttaisivat soluja 
varsinkin alkuvaiheessa, koska tällöin soluilla olisi parempi tuki ja huokoisempi 
kasvuympäristö alusta asti. Varsinkin HyStem™ -tukimateriaalin odotettiin tuottavan hyviä 
tuloksia ja alkuperäisemmän kaltaista rustokudosta, koska hyaluronaani on nivelrustolle 
erittäin tärkeä soluväliaineen molekyyli kytkien solut väliaineen kollageenien muodostaman 
verkoston sisään. 
Tutkimustulokset osoittivat kuitenkin toisin. Tulokset eivät viitanneet positiiviseen suuntaan 
kummankaan tukimateriaalin osalta, vaan jos jotain, niin tulokset olivat materiaaliavusteisesti 
osin heikompia kuin kontrollilla. Kaikkien näytteiden nivelrustomaiset ominaisuudet 
kasvoivat kasvatusajan pidentyessä, mutta tukimateriaalilla ei näyttänyt olevan tähän 
minkäänlaista vaikutusta. Makroskooppisesti kontrollinäytteet näyttivät useimmiten jopa 
paremmilta kuin tukimateriaalein kasvatetut. Yleisesti kontrollinäytteet olivat muodoltaan 
säännöllisen pyöreitä, kiekkomaisia, ja pinnat olivat sileämpiä, kun taas tukimateriaaleissa 
kasvatetut uudiskudokset olivat laadultaan vaihtelevampia. Varsinkin HydroMatrix™:lla 
kasvatetut näytteet olivat useimmiten pienempiä, epäsäännöllisen muotoisia ja röpelöisiä. 
Tähän voi vaikuttaa osin näytteiden valmistustapa. Geeliyttäminen tapahtui nostamalla 
lämpötilaa ja lisäämällä solu-tukimateriaaliseoksen päälle elatusainetta, jolloin materiaalin 
rakenne saattoi hajota. Lisäys täytyi tehdä todella varovaisesti, ja sekään ei välillä auttanut 
tukimateriaalia pysymään ehyenä.  
Histologisten leikkeiden proteoglykaanien ja tyypin II kollageeni värjäytymisten tason kasvu 
kielii siitä, että kaikkien käsittelyjen kudokset ovat tuottaneet kyseisiä molekyylejä 
tehokkaasti 6 viikon kasvatuksen ajan. Eroa voidaan havaita varsinkin yhden ja kolmen 
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viikon aikapisteiden välillä. Proteoglykaani-värjäytymisen intensiivisyyden kasvua tukee 
myös proteoglykaanimäärän kvantitatiivinen analyysi, joka osoitti, että 
proteoglykaanipitoisuus kasvoi myös kasvatusajan kuluessa. Yksi mielenkiintoinen lisäseikka 
olisi tarkastella tyypin I kollageenin värjäytymistä histologisissa leikkeissä, sillä sen 
ilmentyminen kasvoi moninkertaisesti yhden viikon jälkeen. Näin histologisissa leikkeissä 
voitaisiin havainnoida, kasvaako tyypin I kollageenin määrä uudiskudoksissa 
silminnähtävästi. Lisäksi voitaisiin nähdä, kertyykö kyseinen proteiini jollekin tietylle 
alueelle kudoksissa. Tämä värjäys voitaisiin tehdä tulevaisuudessa kirjoitettavaa 
käsikirjoitusta varten. 
Histologisista leikkeistä voidaan kuitenkin myös havaita se, ettei uudisrustokudos ole natiivin 
nivelruston kaltaista. Näytteistä puuttuu normaalille rustolle ominainen vyöhykkeinen 
jakautuminen. Tämä voidaan havaita tarkkailemalla solujen, proteoglykaanien ja kollageenin 
jakautumista. Missään näytteessä ei ole havaittavissa erityistä pinta-aluetta, jossa olisi paljon 
tyypin II kollageenia ja vähemmän proteoglykaaneja. Samoin erityinen keskialue suurine 
proteoglykaanipitoisuuksineen ja vähenevine kollageeneineen puuttuu. Sen sijaan kaikki on 
jakautunut tasaisen epäjärjestäytyneesti ympäri kudosta. Havaintomme poikkeaa aiemmasta 
tutkimuksesta, jossa Hayes ryhmineen on onnistunut tuottamaan laboratoriossa 
vyöhekkeisesti järjestynyttä hyaliinirustoa (Hayes ym., 2007). 
Mekaanisen kuormituksen tiedetään olevan välttämätön nivelruston kehittymisen kannalta. 
Siten vyöhykkeisen ruston tuottamiseen voitaisiin mahdollisesti saada apua uudiskudosten 
mekaanisesta kuormittamisesta. Kuormittaminen voisi alkukasvatuksen jälkeen edesauttaa 
kudoksen jäykistymistä, aineiden vaihtoa ja kertoa soluille kudoksen pinnan suunnan, jotta ne 
”tietäisivät” miten järjestäytyä (Grad ym., 2012, Kisiday ym., 2004). 
Lisäksi histologiset leikkeet paljastivat kudosten sisältä useita aukkoja tai eräänlaisia tyhjiä 
kohtia. Niitä löytyi kaikista näytteistä. Ne näyttivät olevan nekroottisia alueita, joista solut 
ovat yksinkertaisesti kuolleet. Ilmiö voi vastata luun päissä tapahtuvaa kypsän ruston 
normaalia rakentumista ja järjestäytymistä, koska lähtömateriaalina on niin paljon soluja. 
Suuri solumäärä voi vaikuttaa siihen, etteivät kaikki solut säily elossa kudoksen sisällä, vaan 
osan on kuoltava, jotta loput voivat jäädä henkiin tuottamaan uutta toiminnallista 
nivelrustokudosta. Kuitenkin, värjäyksiin pohjaten on selkeästi havaittavissa, että 
soluväliainetta tuotetaan läpi koko kudoksen. Näin ollen aiempien tutkimusten niin sanotusta 
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kerrostuneisuusongelmasta on päästy. Aiemmissa tutkimuksissa kudosleikkeen sisäpuoli on 
näyttänyt tyhjältä ja elottomalta (Qu ym., 2012). Nyt parhaimmissa tapauksissa koko kudos 
on elävän ja terveen näköistä. Tässä edesauttanee edelliseen tutkimukseen pohjaava (Ylärinne 
ym., 2014, ei vielä julkaistu) osin korkeaglukoosinen elatusaine, joka takaa glukoosin 
riittävyyden myös syvälle kudokseen. Epäilemättä myös agaroosikaivoista on etua, sillä ne 
auttavat elatusaineen, ja siten ravintoaineiden, pääsyä uudiskudoksiin sivuilta. Näin ollen 
solujen energian ja hapen saantia kudosten sisäosissa on onnistuttu tutkimuksessa 
parantamaan. 
Dimetyylimetyleenisiniseen perustuvassa proteoglykaanimäärityksessä havaittiin, että niiden 
määrä kasvoi kaikissa näytteissä tasaisesti kuuden viikon aikana, jopa samalle tasolle 
luonnollisen nivelruston kanssa. Tässäkään ei eri käsittelyiden välillä kuitenkaan havaittu 
merkittäviä eroja. PG -sisällön kasvu oli hieman hitaampaa HydroMatrix™- tukimateriaalissa 
kuin HyStem™:ssa tai kontrollissa. Tulokset tältä osin vaikuttavat lupaavilta molempien 
tukimateriaalien ja kontrollin osalta, koska proteoglykaanipitoisuus näyttää palautuneen 
normaalin ruston tasolle. Tätä havaintoa tukevat histologisten leikkeiden toluidiinisini-
värjäykset, jotka paljastavat myös kudosten sisältäneen paljon proteoglykaaneja. 
Tutkimuksessa määritettiin neljän eri geenin suhteelliset ilmentymiset kaikille näytteille 
kvantitatiivisen tosiaikaisen polymeraasiketjureaktio –menetelmän avulla. Aggrekaani-, 
Sox9- ja prokollageeni α1(II) -geenien ilmentäminen on normaalille hyaliinirustolle 
ominaista. Näiden geenien suhteessa korkea ilmentäminen kielii solujen rustosolumaisesta 
ilmiasusta, ja toimii siten osatodisteena halutun nivelrustokudoksen onnistuneesta 
tuotannosta. Neljäs tutkittava geeni oli prokollageeni α2(I). Sitä ilmennetään tavallisesti 
esimerkiksi fibroblasteissa, mutta nivelrustosoluissa sen ilmentäminen on alhaista. Mikäli 
tämän geenin ilmentäminen kasvaa, voidaan solujen todeta muuttuneen fibroblastimaisiksi. 
Sen tyyppiset solut eivät kykene tuottamaan hyaliinirustokudoksen muodostavaa 
soluväliainetta. 
Geenien ilmentymisten määrityksessä oli havaittavissa tiettyjä trendejä, joskin tilastollisesti 
merkittävät erot jäivät puuttumaan. Yleisesti voidaan todeta, ettei geenien ilmentymisessä eri 
käsittelyjen välillä ollut juurikaan eroja, vaan erot löytyivät lähinnä saman käsittelyn eri 
aikapisteistä. Mitä enemmän aikaa kului, sitä enemmän rustolle ominaisten geenien 
ilmentyminen laski. Samalla tyypin I kollageenin geenin prokollageeni α2(I):n ilmentäminen 
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kasvoi, mikä viittaa solujen ilmiasun muuttumiseen fibroblastimaiseen suuntaan. Toisaalta, 
histologisista leikkeistä ja proteoglykaanien pitoisuusmäärityksestä voidaan havaita kudosten 
proteoglykaanien ja tyypin II kollageenin pitoisuuksien olleen korkeita. Voi olla mahdollista, 
että solut tuottivat ympärilleen jo kasvatuksen alusta asti niin paljon soluväliaineen 
molekyylejä, että niiden tuotanto väheni luonnostaan kohti kasvatusten loppua tultaessa. 
Tähän lisäselvityksenä voitaisiin histologisista leikkeistä värjätä myös tyypin I kollageeni, 
jotta voitaisiin selvittää kuinka paljon sitä kudoksista löytyy. Näin voitaisiin saada selville, 
mikä merkitys kudosten rakenteelle on kasvatusten loppuvaiheen korkealla tyypin I 
kollageenin ilmentämisellä.  
Prokollageeni α2(I):n ilmentymisen voimakas kasvu kasvatusajan pidentyessä on 
mielenkiintoista, sillä aiemmin on havaittu, että kolmiulotteisesti kasvatetut primääriset 
rustosolut säilyttävät ilmiasunsa hyvin (Benya and Shaffer 1982). Geenien ilmentymisen 
puolesta tulokset viittaavat samaan suuntaan kuin soluviljelymaljalla kasvatetuista 
primäärisistä rustosoluista saadut geenien ilmentymiset. Tyypin I kollageenin tuotanto 
kasvaa, kun taas nivelruston soluille ominaisten geenien ilmentämistasot laskevat. 
Eri toistokokeiden kesken oli paljon hajontaa. Kolmessa ensimmäisessä toistossa kudokset 
kasvoivat ja vahvistuivat hyvin vaikuttaen erittäin lupaavilta oikeastaan kaikilla käsittelyillä. 
Kahdessa viimeisessä kokeessa kudokset taas jäivät usein pienemmiksi, löysemmiksi ja 
epäsäännöllisemmän muotoisiksi. Sama vaihtelu toistojen välillä voitiin havaita myös 
kaikissa analyyseissä. Kahden viimeisen toiston tulokset lisäsivät hajontaa huomattavasti. 
Voidaan sanoa, että lähtömateriaalilla oli siis erittäin suuri merkitys kunkin toiston 
onnistumiseen. HK Agrin toimittamista polvista ei voitu tietää esimerkiksi ikää, eikä sitä 
ovatko polvet samasta eläimestä. Näin ollen jonkin toistokokeen solumateriaali on voinut olla 
lähtöisin huomattavasti nuoremmasta eläimestä kuin esimerkiksi viimeisissä toistoissa 
käytetyt solut. Vanhemmilla soluilla on luonnostaan huonompi kyky jakautua, tuottaa uutta 
kudosta ja korjata vaurioita. Samoin tulokseen on voinut vaikuttaa se, että solut ovat voineet 
olla lähtöisin kahdesta eri eläimestä, koska eristystä tehtäessä ei ole voitu tietää varmasti 
mikä polvi on mistäkin eläimestä. 
Yksi mahdollinen virhelähde on solumäärä. Tutkimuksessa käytettiin kuutta miljoonaa 
primääristä rusto solua kaikissa näytteissä. Tämä pohjasi alkukokeeseen, jossa kokeiltiin eri 
solumääriä uudiskudoksen tuotannossa ilman tukimateriaalia. Tulosten perusteella parhaaksi 
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määräksi valittiin kuusi miljoonaa solua, joka on kuitenkin voinut olla liian suuri määrä 
tukimateriaalien optimaalisen toiminnan kannalta. Voi olla, että suuri solumäärä on 
mitätöinyt kaikki tukimateriaalien tarjoamat hyödyt, ja ehkä jopa aiheuttanut sen, että 
materiaalit ovat olleet vain haitaksi. Ennen koetta olisi voinut olla hyödyllistä tehdä alkutesti 
eri solumäärillä myös tukimateriaaleissa ja valita tältä pohjalta sopivin solumäärä. Varmaksi 
voidaan kuitenkin sanoa, että materiaaleja olisi kuitenkin hyvä kokeilla myös pienemmällä 
solumäärällä, jotta varmuus asiasta saataisiin. Lisäksi HyStem™ –tukimateriaalia voitaisiin 
seuraavalla kerralla mahdollisesti muokata siten, että se tarjoaisi entistä paremman 
kiinnittymismahdollisuuden rustosoluille. 
Näihin tuloksiin pohjaten voidaan todeta, etteivät HydroMatrix™- ja HyStem™ -
tukimateriaalit auta primäärisiä rustosoluja tuottamaan parempaa uudisrustokudosta kuin mitä 
solut tuottaisivat ilman tukea agaroosikaivoissa.  Agaroosikaivot sen sijaan vaikuttavat 
hyödyllisiltä ja ennen kaikkea edullisilta vaihtoehdoilta nivelruston kudosteknologian in vitro 
–tutkimuksia varten. Ne auttavat ravintoaineita pääsemään kudokseen joka puolelta ja ovat 
halpoja ja helppoja valmistaa. Lisäksi kaivoista voidaan tehdä minkä muotoisia tahansa. Solut 
eivät tartu agaroosiin, joten kudosnäyte on erittäin helppo poistaa kaivosta kasvatusajan 
päätyttyä, koska se ei ole kasvanut geelin sisälle. Samalla tavalla korkeaglukoosisen 
hypertonisen elatusaineen hyödyistä uudisrustokudosten kasvatuksessa saatiin 
lisävahvistusta, kun glukoosi näyttää jälleen päässeen kaikkialle kudokseen ja pitäneen solut 
elinvoimaisempina.  
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